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真菌 是 真 核 生 物 的 重要 研究 模式 ,广泛 应 用 于 真 核 细胞 生命 活动 机 制 
的 基础 研究 中 。 真 菌 也 是 生态 系统 中 的 重要 组 成 部 分 ,还 是 重要 的 生物 资 
源 ,在 医药 . 轻 工 . 环 保 、 食 品 .农业 等 领域 应 用 广泛 ,开发 前 景 广阔 。 本 书 在 
总 结 近年 来 真菌 分 子 细胞 生物 学 研究 的 最 新 成 果 基础 上 ,着 重 介 绍 真 菌 分 
子 细胞 生物 学 研究 中 的 常用 技术 ,有 和 针对 性 地 提出 了 真菌 分 子 细胞 生物 学 
研究 的 技术 原理 和 方案 。 全 书 分 为 14 章 , 主 要 内 容 包 括 :真菌 基因 型 的 鉴 
定 与 特征 分 析 、 核 酸 的 分 析 、 走 菌 遗 传 转化 ,功能 基因 组 学 、 生 化 与 免疫 方 
法 、 分 子 系统 学 及 生物 信息 学 常用 软件 等 。 本 书 可 以 作为 高 等 院 校 真菌 学 
相关 课程 的 教材 ,也 可 以 作为 高 等 院 校 和 科研 院 所 真菌 研究 者 在 分 子 细胞 
生物 学 研究 方面 的 参考 书 。 
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作为 生态 系统 中 的 重要 组 成 部 分 ,真菌 在 物质 循环 和 能 量 循环 过 程 中 都 有 
重要 的 作用 。 虽 然 人 类 对 真菌 的 应 用 历史 悠久 ,但 直到 最 近 人 们 才 认 识 到 真菌 
是 重要 的 生物 资源 ,在 医药 、 轻 工 \ 环 保 、 食 品 、 农 业 等 领域 应 用 广泛 ,开发 前 景 
非常 广阔 。 真 菌 是 真 核 生 物 , 具 有 结构 简单 .生活 史 短 、 易 于 培养 的 特点 ,使 真 
菌 成 为 研究 真 核 生 物 的 重要 研究 模式 。 近 年 来 , 以 真菌 为 研究 对 象 , 以 克隆 和 
分 析 基 因 功 能 为 目的 的 研究 进展 非常 迅速 , 极 大 地 促进 了 真菌 分 子 细胞 生物 学 
的 发 展 ,在 阐明 细胞 周期 的 调控 \、 顶 端 生长 机 制 、 细 胞 分 化 调节 及 真菌 致 病 机 制 
等 生物 学 基本 机 制 方面 提供 了 很 有 意义 的 信息 。 

虽然 许多 真菌 分 子 生 物 学 的 技术 和 原理 与 其 他 生物 的 分 子 生物 学 原理 基 
本 相同 ,但 是 ,许多 在 动物 和 植物 等 其 他 真 核 生物 上 应 用 的 方法 技术 ,需要 经 过 
一 定 的 调整 才能 在 真菌 生物 学 研究 中 顺利 应 用 。 因 此 ,真菌 细胞 分 子 生 物 学 研 
究 技 术 还 是 面临 许多 挑战 。 于 是 编者 在 几 年 前 便 有 了 对 应 用 于 真菌 分 子 细胞 
生物 学 技术 与 原理 进行 汇集 整理 的 想法 ,为 高 校 开 展 真菌 学 的 教学 和 科研 提供 
教材 ,同时 也 为 从 事 真菌 细胞 分 子 生 物 学 研究 的 科研 工作 者 提供 技术 参考 。 

在 国家 自然 科学 基金 委 杰 出 青年 基金 .水 稻 生 物 学 国家 重点 实验 室 的 支 
持 、 资 助 下 ,本 书 得 以 顺利 完成 。 编 者 在 此 表示 感谢 ! 同时 ,对 关心 、 帮 助 过 此 
书 编写 的 专家 、 学 者 表示 里 心 感谢 ! 

本 书 将 丝 状 真 菌 研究 领域 中 的 分 子 细胞 学 研究 技术 进行 了 总 结 ,根据 不 同 
研究 目的 提供 了 可 能 的 研究 方案 。 本 书 可 以 作为 高 等 院 校 和 科研 机 构 的 教材 ， 
也 可 以 为 环境 、 医 药 、 生 物资 源 、 植 物 病理 、 微 生物 等 领域 的 本 科 生 、 硕 士 和 博士 
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第 一 章 “” 丝 状 真菌 基因 型 特征 的 倒是 
1 概述 


随 着 近 30 年 生物 技术 的 发 展 , 建 立 了 许多 包括 真菌 在 内 的 生物 体 基 因 型 鉴定 的 方法 。 
本 章 所 介绍 的 方法 只 是 其 中 常用 的 一 些 技术 ,而 本 章 的 重点 是 希望 给 科研 人 员 提 供 理解 基 
因 型 鉴定 技术 的 原理 和 策略 ,从 而 帮助 读者 根据 研究 对 象 的 不 同 ,选择 合适 的 技术 回答 生 
物 学 问题 ;同时 指出 信息 的 来 源 , 帮 助 读者 进一步 加 深 对 操作 步骤 的 理解 。 


2 基因 组 变异 的 主要 特征 


尽管 DNA 的 复制 具有 很 高 的 保 真 性 ,真菌 基因 组 变异 还 是 持续 发 生 :如 核 苷 酸 置换 、 
搬入、 缺失 事件 ,染色 体 某 些 基因 区 域 及 整 条 染色 体重 排 . 转 座 事件 ,基因 从 细胞 质 转 入 细 
胞 核 , 甚 至 从 其 他 生物 体 中 获得 遗传 元 件 等 ,都 可 能 发 生 。 这 类 事件 的 发 生 虽然 非常 少见 ， 
但 可 以 通过 合适 的 遗传 进化 分 析 方 法 检测 到 特定 时 间 的 某 一 变异 的 存在 ,因此 ,真菌 基因 
组 中 存在 的 众多 DNA. 区 域 和 特征 就 可 以 进行 分 析 。 任 何 种 类 真菌 的 基因 组 都 可 能 存在 这 
样 或 那样 变异 的 区 域 ,在 相当 程度 上 ,就 是 我 们 所 面临 的 问题 所 在 。 我 们 可 以 根据 我 们 要 
检测 变异 的 特点 ,选择 合适 的 解决 方法 。 

真菌 基因 组 中 的 编码 区 和 非 编码 区 是 能 够 进行 区 分 的 ,编码 区 包括 编码 蛋白 质 的 DNA 
序列 和 结构 RNA 的 序列 , 非 编码 区 包括 基因 间 的 间隔 区 ,内 元 和 功能 未 知 的 序列 。 非 编码 
区 可 能 被 转录 为 RNA, 也 可 能 不 转录 。 一 般 来 说 ,编码 区 比 非 编码 区 具有 更 高 的 保守 性 。 
但 是 ,即使 非 编码 区 也 可 能 具有 生物 学 功能 ,例如 调节 区 ,或 者 能 够 被 转录 的 间隔 区 在 转录 
后 可 以 形成 二 级 结构 ,有 助 于 前 切 形成 正确 的 RNA。 一 般 保守 性 高 的 编码 区 可 以 设计 引物 
对 内 元 序列 进行 PCR 扩 增 ,从 而 研究 不 同 单元 之 间 内 元 的 变异 特点 。 

基因 组 中 序列 的 重复 数 变 化 很 大 。 一 些 基 因 存 在 相当 少 的 重复 数 ,而 有 些 序列 的 重复 
数 很 大 。 大 多 数 编码 蛋白 的 基因 重复 数 很 少 ,但 这 种 现象 与 基因 的 功能 有 关 。 和 蛋白 质 或 结 
Mj RNA 需要 高 效率 的 代谢 功能 ,结构 元 件 需要 能 迅速 执行 生命 活动 ,这 样 的 基因 区 段 在 基 
因 组 中 倾向 于 高 拷贝 数 ,使 转录 频率 最 大 化 。 但 是 ,重复 数 还 受到 遗传 元 件 调节 过 程 的 影 
咱 。 遗 传 元 件 对 复制 过 程 很 敏感 ,例如 在 复制 和 转录 过 程 中 从 转 座 子 衍生 出 的 序列 可 能 在 
基因 组 中 发 生 迁 移 。 

单 拷贝 基因 不 多 ,这 类 基因 往往 以 基因 家 族 成 员 的 形式 出 现 。 一 个 基因 家 族 一 般 包含 
多 个 一 致 或 几乎 一 致 的 基因 ,也 经 常 检测 到 发 生 歧 化 的 基因 家 族 含 有 相似 但 不 一 致 的 基 
因 。 在 许多 情况 下 ,基因 家 族 的 基因 可 以 产生 功能 不 同 的 基因 产物 ,也 有 些 基因 是 没有 功 
能 的 基因 或 称 为 假 基因 。 

许多 拷贝 的 基因 排列 成 串联 重复 形式 , 即 同一 基因 的 多 个 拷贝 首尾 相 接 。 串 联 重复 基 
因 序列 常 彼 此 非常 相似 ,在 单个 拷贝 中 不 易 出 现 随机 突变 。 这 种 首尾 重复 的 串联 趋向 同一 
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性 ,被 称 为 一 致 进 化 (concerted evolution) 。 一 致 进化 的 机 制 虽 有 假说 但 并 不 清楚 ,这 些 串 
联 重复 序列 的 一 致 性 对 物种 的 研究 非常 有 用 ,因为 当 遗 传 交 换 发 生 时 ,一 致 进化 的 许多 随 
后 机 制 非常 有 效 。 

一 个 关于 高 拷贝 数 的 串联 重复 序列 的 例子 是 组 成 核糖 体 的 编码 结构 RNA 的 基因 
(rDNA) ,rDNA 是 一 个 遗传 分 析 的 常用 节点 。 任 何 一 个 真菌 核糖 体 rDNA 重复 序列 至 少 
包含 3 种 基因 :核糖 体 小 亚 基 基因 (也 称 为 16-18S rDNA 或 SSU) ,5. 8S 基因 和 大 亚 基 基因 
(也 称 为 26-28SrDNA 或 LSU)。 ZE SSU 和 5.8S 基因 之 间 的 区 段 , 称 为 内 部 转录 间 区 1, 即 
ITS1。 在 5. 8S 基因 和 大 亚 基 之 间 的 非 编 码 区 , 称 为 内 部 转录 间 区 2, 即 ITS2。 这 个 rDNA 
可 以 转录 形成 单一 的 单位 ,然后 剪 切 除去 间 区 。 在 转录 本 之 间 还 有 基因 间隔 区 ,在 一 些 担 
子 菌 中 还 有 第 四 个 基因 :单独 转录 的 5S 基因 。 在 不 同 的 非 编 码 区 ,其 进化 速率 不 同 , 因 此 ， 
可 以 用 来 检测 分 类 单元 不 同 组 群 之 间 的 进化 历史 。 编 码 区 基因 虽 被 称 为 歧化 区 段 的 中 度 
变异 区 域 ,但 一 般 进 化 高 度 保 守 。ITS 区 段 中 度 变 异 ,而 基因 间隔 区 高 度 变异 。 

在 基因 组 中 ,卫星 DNA 是 指 在 整个 基因 组 中 含有 很 高 拷贝 的 相似 核 苷 酸 序 列 的 片段 。 
小 卫星 DNA 是 指 15—30bp 为 核心 单位 的 多 次 串联 重复 序列 ,然后 形成 高 拷贝 数 的 重复 序 
列 , 小 卫星 DNA 存在 于 端 粒 结构 区 。 微 卫星 DNA 是 指 2 一 10bp 长 度 片 段 多 次 串联 重复 形 
成 的 高 拷贝 重复 序列 。 这 些 序列 分 散 分 布 于 整个 基因 组 中 ,在 复制 滑动 ,滚动 环 扩 增 、 非 等 
位 基因 交换 过 程 中 起 作用 。 还 有 许多 高 拷贝 重复 序列 不 是 串联 重复 的 ,但 也 是 分 散 于 整个 
基因 组 中 ,许多 这 样 的 重复 序列 是 由 转 座 元 件 通过 转 座 衍生 而 来 ,在 长 期 的 进化 过 程 中 , 拷 
贝 数 发 生 突变 并 失去 转 座 功能 ,最 后 经 过 染色 体重 排 分 散 于 基因 组 中 。 

线粒体 DNA 也 可 以 编码 一 些 蛋 白质 和 自身 的 RNA。 真 菌 的 线粒体 DNA 的 变异 速率 
远 高 于 核 基因 组 ,这 样 也 使 得 线粒体 基因 组 可 以 用 来 研究 基因 型 。 一 些 证 据 表 明 真 菌 线 粒 
体 是 双亲 遗传 ,也 有 重组 特点 。 

以 上 这 些 序 列 片段 和 遗传 元 件 都 具有 基因 型 的 分 子 分 析 能 力 。 以 下 我 们 将 具体 分 析 
哪些 序列 区 段 用 于 哪些 方面 的 分 析 , 采 用 的 分 子 生物 学 的 方法 有 哪些 。 


3 确定 研究 目的 


分 子 研究 至 少 要 有 一 至 两 个 最 初 的 目标 :建立 同一 性 或 确定 相互 关系 。 身 份 (同一 性 ) 
建立 是 要 明确 代表 不 同 遗 传 样品 的 个 体 之 间 是 否 一 致 ,如 果 样 品 不 同 ,那么 假设 是 错误 的 ， 
却 可 经 常 导 致 复杂 的 问题 ,如 这 些 不 一 致 的 观察 值 是 否 可 以 达到 确定 这 些 样品 是 属于 不 同 
遗传 单位 的 显著 性 。 确 定 关系 假设 则 不 同 , 是 要 试图 说 明 由 个 体 样品 之 间 变 异 的 模式 引申 
出 其 系统 发 育 关系 。 

在 通常 情况 下 ,有 三 种 方法 来 解决 研究 目的 是 同一 性 还 是 关系 研究 。 第 一 个 方法 你 可 
以 选择 一 个 确定 位 点 的 DNA 区 段 来 分 析 , 例如 rDNA 或 蛋白 编码 基因 。 选 择 的 原因 是 已 
经 知道 这 个 区 段 在 一 个 分 类 单元 中 的 变异 大 小 ,或 用 这 个 引物 是 否 可 以 对 该 基因 进行 有 效 
地 扩 增 。 在 这 个 方法 中 ,研究 人 员 可 以 在 需要 解决 的 合适 变异 水 平 上 ,应 用 预先 已 知 的 关 
于 这 个 基因 的 遗传 变异 特点 的 知识 。 第 二 个 方法 ,研究 者 可 以 选择 DNA 扫描 方法 , 即 任意 
分 布 在 基因 组 始终 的 多 个 靶 基 因 的 DNA. 区 段 。 这 种 方法 由 于 靶 区 段 是 任意 的 ,因此 产生 
的 标记 可 以 从 无 变异 到 高 变异 ,这 样 使 研究 者 可 以 选择 合适 的 特征 来 解决 所 要 研究 的 问 
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题 。 第 三 个 方法 是 更 加 功能 性 的 方法 ,涉及 用 mRNA 检测 基因 表达 。 由 于 这 个 方法 是 根 
据 基因 的 功能 ,可 能 用 来 检测 环境 的 或 系统 发 育 的 不 同 更 有 价值 。 


4 用 于 基因 组 分 析 的 技术 


4.1 PCR 技术 


虽然 在 PCR 过 程 中 有 很 多 因素 对 扩 增 结果 有 影响 ,但 引物 是 最 有 决定 作用 的 因素 。 

在 一 定 条 件 下 ,引物 可 以 扩 增 出 一 至 多 条 产物 。 为 了 提高 产物 的 特异 性 ,用 于 真菌 基 
因 组 扩 增 的 引物 的 核 苷 酸 数目 一 般 要 17 个 以 上 。 作 为 真菌 ,其 基因 组 不 是 很 大 ,PCR 的 变 
性 一 般 在 温度 94C 时 , 几 秒 即 可 完成 。 但 由 于 基因 组 DNA. 的 提取 过 程 也 不 同 , 其 纯度 也 不 
同 , 因 此 进行 一 定 的 优化 是 必要 的 。 退 火 温度 是 影响 产物 特异 性 的 另 一 个 重要 因素 ,在 实 
践 过 程 中 ,退火 温度 一 般 采 用 以 下 的 公式 进行 估算 ; 

T= 二 Tm 一 5C ,其 中 人 是 退火 温度 

Tm 用 以 下 公式 估算 : 

Tm 一 4(G 二 C) 十 2(A 十 了 TD), 其 中 A、T.C.G 分 别 指引 物 中 每 种 碱 基 的 数目 。 

一 般 在 50pl 的 PCR 体系 中 ,包含 ， 


模板 1~100ng 

引物 1 0. 5 一 1 pmol/L(0. 5) 
引物 2 0. 5 一 1 pmol/L(0. 5) 
四 种 核 苷 酸 100—400 pmol/L(200) 
Taq 酶 (5U/pl) 0.5~3U 

PCR 缓冲 液 (10X) 5ul 

Mg2+ 1.5~3 mmol/L(1.5) 
总 体积 :50pl 

4.1.1 引物 设计 


现在 已 经 有 许多 通用 引物 的 序列 发 表 ,用 于 对 基因 组 中 一 些 特定 区 段 和 特定 基因 进行 
PCR 扩 增 。 在 这 些 引 物 中 ,其 中 一 些 通 用 引物 是 根据 高 度 保守 的 基因 区 段 来 设计 的 ,因此 ， 
可 以 从 多 种 多 样 的 生物 中 进行 扩 增 。 还 有 一 些 引 物 专 一 性 高 ,根据 一 个 基因 或 一 个 物种 的 
基因 区 段 来 设计 ,甚至 根据 物种 的 一 个 变种 来 设计 。 如 果 一 个 引物 设计 成 特异 性 引物 , 则 
只 能 从 特定 的 群体 中 扩 增 出 特异 性 片段 。 如 果 一 个 引物 是 通用 设计 , 则 可 以 从 相关 的 不 同 
物种 中 扩 增 出 目的 片段 。 在 许多 情况 下 ,通用 引物 已 经 用 于 扩 增 不 同 分 类 单元 含有 变异 的 
同 源 DNA 序列 片段 。 

与 特异 引物 的 设计 相 比 ,设计 通用 引物 有 特殊 的 策略 ,但 引物 设计 的 基本 原理 是 相同 
的 。 用 于 非特 异性 扩 增 的 引物 一 般 很 短 ( 例 如 用 于 RAPD 的 引物 是 10nt) ,但 用 于 特异 扩 增 
的 引物 一 般 在 18 一 24 个 核 车 酸 长 度 。 引 物 可 以 更 长 ,但 长 度 增加 意味 着 如 果 引 物 序列 稍 有 
错误 , 则 难以 进行 PCR, 而 引物 合成 是 有 一 定 的 错误 几率 的 ,因此 扩 增 失败 的 风险 增 大 。 在 
这 种 情况 下 ,对 引物 进行 纯化 以 确保 高 特异 性 是 十 分 必要 的 。 
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引物 可 以 是 模板 序列 的 任何 匹配 序列 ,但 是 成 功 扩 增 的 引物 还 是 有 一 定 的 特征 。 首 
先 ,引物 序列 的 内 部 重复 区 在 扩 增 时 可 以 导致 形成 引物 二 聚 体 。 由 于 引物 二 聚 体 很 短 , 它 
们 的 扩 增 非常 有 效 , 这 将 大 大 降低 目的 片段 的 产量 。 其 次 ,引物 中 互补 的 内 部 重复 序列 可 
以 使 引物 形成 二 级 结构 ,叫做 发 来 环 (hairpin loops) ,也 可 以 严重 影响 引物 的 效率 。 最 后 ， 
如 果 引 物 的 主要 区 域 是 A/T 或 GVC, 将 产生 极端 退火 最 适 温度 ,这 样 使 一 对 引物 联合 退火 
温度 的 优化 变 得 非常 困难 。 因 此 ,如 果 组 成 引物 的 4 种 碱 基 在 引物 中 平衡 分 布 , 没 有 内 部 重 
复 序列 或 互补 序列 区 域 , 这 样 的 引物 会 更 有 效 。 


4. 1.2 特异 引物 与 通用 引物 


引物 与 模板 分 子 的 匹配 程度 决定 着 PCR 的 特异 性 。 通 用 引物 3 -端的 碱 基 对 正确 扩 增 
至 关 重 要 ,因为 这 个 区 域 必须 在 DNA 聚合 酶 起 始 复制 之 前 与 模板 紧密 结合 。 为 了 增加 引 
物 的 通用 性 ,在 通用 引物 设计 时 ,引物 的 某 些 碱 基 是 具有 简 并 性 的 , 即 引 物 的 某 个 位 置 上 的 
碱 基 可 能 不 是 一 种 ,这 样 增加 其 通用 性 的 同时 ,也 存在 一 定 的 风险 。3' 端 5 个 核 苷 酸 以 内 的 
错 配 显著 影响 引物 的 退火 ,以 致 常 使 PCR 失败 。3' 端 上 游 的 不 匹配 对 扩 增 的 影响 随 扩 增 过 
程 的 进行 而 逐渐 减少 ,特别 是 如 果 它 们 被 匹配 序列 包围 。 但 是 一 定 程度 的 错 配 可 以 导致 一 
些 其 他 的 特点 。A : GAC: C 错 配 可 以 导致 产量 下 降 最 大 ( 约 100 倍 ),A : A 错 配 使 产量 
下 降 较 少 ( 约 20 倍 ), 而 T:GT:T 和 T:C 错 配 导致 的 退火 影响 最 小 。 因 此 ,在 引物 设 
计时 ,对 不 同位 点 的 核 苷 酸 的 选择 意味 着 引物 是 特异 的 还 是 通用 引物 。 

根据 非 蛋 白 编码 区 进行 引物 设计 (例如 核糖 体 RNA 基因 ) 则 相对 直接 。 不 同 分 类 单元 
之 间 的 序列 进行 对 齐 排列 (align) , 核 苷 酸 相同 的 区 域 ( 通 用 引物 ) 或 不 同 区 域 (特异 引物 ) 可 
以 用 来 设计 通用 或 特异 引物 。 但 是 对 蛋白 编码 区 设计 引物 则 不 同 。 根 据 蛋 白 编码 基因 的 
氨基 酸 顺 序 设计 引物 相当 多 的 依赖 密码 子 的 位 置 。 第 1 个 和 第 2 个 核 苷 酸 相 对 保守 ,而 第 
3 个 核 苷 酸 位置 核 苷 酸 种 类 变化 很 大 。 当 要 对 一 个 编码 蛋白 质 的 基因 进行 通用 引物 设计 
时 ,选择 最 小 元 余 7 一 9 个 氨基 酸 长 度 的 密码 子 区 最 有 用 。 如 果 选 择 的 引物 3' 端 不 是 最 小 
元 余 的 氨基 酸 密码 子 ( 即 编码 氨基 酸 的 密码 子 有 2 个 甚至 3 个 ) ,很 可 能 在 这 个 关键 区 域 会 
有 不 匹配 的 情况 ,这 就 要 求 3 端 5 个 核 苷 酸 不 匹配 的 情况 必须 减低 到 最 小 。 

一 对 典型 的 通用 引物 ,对 来 自 不 同 单元 的 模板 都 可 以 应 用 , 即 所 谓 的 “退化 引物 ”。 退 
化 引物 一 般 包括 在 多 数 序列 中 相同 的 核 苷 酸 , 但 并 不 是 每 个 待 扩 增 的 序列 都 完全 匹配 ,有 
少数 位 点 存在 区 别 。 在 退化 区 域 ,可 能 存在 任何 2 个 、3 个 甚至 4 个 不 同 碱 基 , 形 成 混合 物 。 
这 样 可 以 使 引物 中 的 一 部 分 序列 与 实际 的 模板 匹配 ,从 而 顺利 完成 PCR 过 程 。 但 是 依据 退 
化 的 程度 ,匹配 引物 的 实际 浓度 可 能 很 低 , 势 必 减 少 产 物 的 合成 量 。 大 多 数 引 物 合成 设备 
能 合成 退化 位 点 (degenerate position) , 


4.2 单位 点 变异 分 析 


在 一 个 确定 的 DNA 区 域内 ,可 以 根据 DNA 片段 在 电泳 场 中 的 迁移 速率 的 变化 ,检测 
不 同 基因 型 的 真菌 中 相互 联系 片段 内 的 核 苷 酸 取代 ,或 通过 测定 整个 片段 的 碱 基 组 成 来 检 
测 其 变异 。 片 段 变异 的 大 小 可 以 通过 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 来 检测 。 例 
如 ,琼脂 糖 凝 胶 电 泳 可 以 实现 检测 DNA 长 度 5% 的 变异 ,而 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 可 以 检测 
1% 的 差异 。 而 DNA 测序 可 以 揭示 一 个 片段 最 多 的 信息 。 由 于 自动 测序 仪 的 应 用 , DNA 
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测序 已 经 成 为 劳动 量 和 人 花费 都 在 减少 的 检测 手段 。 
4.2.1 RFLP 及 其 相关 技术 


限制 性 片段 长 度 多 态 性 (RFLP) 分 析 是 根据 限制 性 内 切 酶 的 特性 ,限制 性 内 切 酶 可 以 
在 双 链 DNA 片段 的 特定 序列 (通常 是 4 一 6 个 核 苷 酸 长度 ) 裂 解 DNA。 限 制 性 内 切 酶 多 是 
从 原核 生物 体内 提取 的 酶 ,这 些 酶 在 外 源 DNA 进入 原核 细胞 时 可 以 起 保护 细胞 的 作用 。 

传统 的 RFLP 的 操作 ,是 先 将 基因 组 DNA. 用 相应 的 限制 性 内 切 酶 裂解 , 酶 切片 段 用 琼 
脂 糖 凝 胶 分 离 ,再 转移 到 醋酸 纤维 素 膜 或 尼龙 膜 上 ,然后 与 DNA 探 针 杂交 ,过 程 与 
Southern 印迹 杂交 一 致 ,只 不 过 Southern 印迹 杂交 是 一 个 样品 用 不 同 的 限制 性 内 切 酶 处 
理 , 每 个 泳 道上 一 个 酶 切 产物 ,不 同 的 泳 道 是 不 同 的 酶 切 产 物 。 而 RFLP 是 不 同 的 样品 用 相 
同 的 限制 性 内 切 酶 处 理 , 每 个 泳 道上 一 个 样品 ,不 同 的 泳 道 是 不 同样 品 的 酶 切 产 物 。RFLP 
所 用 的 探 针 可 以 是 要 研究 的 分 类 单元 的 克隆 片段 ,也 可 以 是 相关 的 分 类 单元 的 克隆 片段 ， 
甚至 是 重复 元 件 ( 如 微 卫星 片段 ) ,例如 那些 用 于 DNA 指纹 图 谱 (DNA fingerprinting ) 检 测 
的 探 针 。 杂 交 探 针 不 一 定 来 源 于 已 知 的 DNA 片段 ,未 知 克 隆 和 PCR 片段 都 可 以 用 作 探 针 
来 检测 变异 。 

还 有 一 种 方法 ,叫做 PCR-RFLP, 先 用 PCR 引物 扩 增 出 DNA 片段 ,接着 进行 限制 性 内 
切 酶 消化 ,然后 电泳 分 离 酶 切片 段 ,电泳 结果 用 省 化 乙 锭 染色 来 检测 酶 切 位 点 的 变异 。 这 
种 方法 比 Southern 印迹 杂交 容易 操作 ,快速 且 简便 。 


4.2.2 DGGE, TGGE 和 SSCP 


还 有 一 些 技 术 , 如 变性 梯度 凝 胶 电 泳 (denaturing gradiend gel electrophoresis， 
DGGE) 温度 梯度 凝 胶 电 泳 (temperature gradiend gel electrophoresis, TGGE) . 单 链 一 臻 
性 多 态 性 分 析 (single-strain conformation polymorphism,SSCP) 等 也 用 于 区 分 DNA 片段 
这 些 方法 的 优点 是 它们 不 仅 可 以 区 分 不 同 长 度 的 DNA. 片段 ,还 可 以 区 分 片段 长 度 相同 但 
有 一 至 几 个 不 同 的 碱 基 蔡 换 差异 的 片段 。DGGE 和 TGGE 是 根据 DNA 片段 在 具有 梯度 
变性 的 电场 中 移动 时 ,不 同 DNA 片段 的 变性 特点 有 差异 来 区 分 DNA 片段 的 不 同 长 度 与 组 
成 (在 DGGE 中 有 化 学 变性 剂 ,在 TGGE 中 存在 温度 梯度 ) 。 当 双 链 DNA 片段 通过 变性 梯 
度 时 ,在 开始 变性 的 位 置 ,DNA 片段 在 电场 中 的 移动 发 生 改 变 。 由 于 不 同 序列 的 DNA 片 
段 在 变性 梯度 电场 中 的 变性 位 置 不 同 , 从 而 它们 相互 区 分 开 。SSCP 是 根据 二 级 结构 的 不 
同 来 检测 电泳 移动 过 程 中 的 差异 的 。 


4.2.3 外 元 引发 的 内 元 穿越 (exon primed intron-crossing, EPIC) 


许多 真 核 生物 的 内 元 附近 有 高 度 保守 的 位 点 ,可 以 根据 内 元 两 侧 的 外 元 保守 区 设计 
PCR 引物 。 这 些 引 物 可 以 用 来 扩 增 具有 高 变异 区 域 的 内 元 序列 ,这 些 变 异 可 以 通过 RFLP 
或 DNA 测序 来 检测 。 这 种 方法 广泛 应 用 于 动物 的 遗传 多 样 性 检测 ,也 应 用 在 真菌 基因 型 
研究 中 。 


4.2.4 DNA 序列 分 析 
检测 DNA 最 多 多 态 性 的 方法 是 对 DNA. 目的 区 段 进行 序列 分 析 , 从 而 鉴定 每 个 位 置 的 
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核 苷 酸 种 类 。PCR 产物 可 以 直接 用 于 测序 ,克隆 到 载体 上 的 DNA 片段 也 可 以 进行 序列 测 
定 。 如 果 对 序列 多 态 性 有 所 怀疑 , 则 经 常 采用 对 克隆 片段 进行 测序 。 现 在 DNA 测序 主要 
由 测序 公司 来 完成 。 

DNA 序列 分 析 常 用 来 评估 系统 发 育 中 不 同 分 类 单元 之 间 的 关系 。 但 是 , DNA 序列 分 
析 不 仅 要 有 精确 的 核 车 酸 序列 信息 ,还 要 对 序列 进行 排列 对 齐 (alignment) 。 排 列 对 齐 的 结 
果 最 终 决 定 分 析 的 结果 。 软 件 可 以 进行 排列 对 齐 ( 图 1-1) ,但 是 如 果 序 列 变异 很 大 ,排列 对 
齐 的 过 程 非常 复杂 ,形成 的 树 的 拓扑 结构 也 很 复杂 。 因 此 ,排列 对 齐 的 计算 选择 对 最 后 结 
果 的 影响 非常 关键 。 另 一 方面 , 太 少 的 变异 将 产生 大 量 的 无 效 树 ,表示 选择 的 DNA. 片断 区 
域 不 能 提供 足够 的 信息 来 解决 所 要 回答 的 问题 。 有 许多 计算 机 软件 可 以 进行 排列 对 齐 , 有 
些 可 以 从 互联 网 免费 得 到 。 关 于 用 DNA 序列 分 析 进 行 系统 发 育 研 究 的 讨论 不 是 本 章 所 要 
讨论 的 范围 ,这 方面 有 许多 文献 可 以 参考 。 


Dendryphiella CG'IC'T'ACAAG'L'ACC'I'LCAGCGG'I'GI'S' I 'GAGAACAACCAUGGAC'ÓI"I'CAACG'H"CAGA PGGC'PG'PCAAC 


Dendryphiella GTCTACAAGTACCTTCAGCGGTGTGTTGAGAACAACCAGGACTTCAACGTTCAGATGGCTGTCAAC 
Dendryphiella CGTCTACAAGTACCTTCAGCGGTGTGTTGAGAACAACCAGGACTTCAACGTTCAGATGGCTGTCAAC 
Pleospora TGTCTACAAGTACCTCCAGCGGTGTGTTGAGAACAACCAGGACTTCAACGTTCAGATGGCTGTCAAC 
Cochliobolus TGTGTACAAGTACCTTCAGCGATGCGTTGAAAACAACCAGGACTTTAACGTCCAGATGGCTGTAAAJ 
Curvularia TGTGTACAAGTACCTCCAGCGCTGCGTTGAAAACAAC GACTTCAACGTTCAAATGGCTGTAAAJ 


CAAGAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTACCTTCAGCGATGCGTGGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCTGTGAAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTACCTTCAGCGATGCGTGGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCTGTGAAC 
Phaeosphaeria CGTCTTCAAGTATCTTCAGCGATGCGTCGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCTGTGAAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTATCTTCAGCGATGCGTTGAGAGTAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCTGTGAAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTACCTTCAGCGATGTGTCGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCCGTGAAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTACCTTCAGCGATGTGTCGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAAATGGCCGTGAAC 
Phaeosphaeria TGTCTTCAAGTACCTTCAGCGATGCGTCGAGAGCAGCACGGACTTCAACGTGCAGATGGCCGTGAAC 
Mycosphaerella CGTCTACAAGTACCTGCAGAGGTGTGTAGAGAACAACTCTGACTTCAACGTGCAAATGGCTGTCAAC 
Sporidesmiella [---------- ATACCTCCAGCGATGCGTGGAGAACAACCAGGATTTCAACGTTCAAATGGCCATCAAC 
Dendryphiella TGTCTATAAGTATCTCCAGAGGTGTGTTGAGAACAACCAGGACTTTAATGTCCAGATGGCGATCAAC 
Neosporidesmium COTCTACAAGTRTCTCCAGARITGCHICGAAAACAACCAGGATTTIAACG GTGCARAATGGCCGIGAM 
Conasenauas Ak kk OX ** kk X o* kk dk kk *hkkk 


1-1 用 Bioedit 软件 对 17 个 序列 的 排列 对 齐 结果 的 部 分 显示 


4.3 多 位 点 变异 分 析 


基因 组 扫描 技术 ,不 需要 预先 知道 相关 基因 组 的 准确 信息 ,采用 随机 寡 核 苷 酸 序列 引 
物 , 在 多 个 位 点 区 域 检测 DNA 多 态 性 。 这 些 技术 一 般 涉及 信息 未 知 区 域 , 研 究 者 不 知道 该 
区 域 在 染色 体 上 的 位 置 及 其 功能 ,在 扩 增 或 检测 完毕 也 难以 完全 明确 这 些 信 息 。 


4.3.1 RAPD 及 相关 技术 


随机 扩 增 DNA 片断 多 态 性 (RAPD) 是 一 个 以 PCR 技术 为 基础 的 技术 。 这 种 技术 用 一 
个 10 个 寡 核 苷 酸 长 度 的 引物 ,对 整个 基因 组 区 域 进行 片断 扩 增 。 其 与 AP-PCR(arbitrarily 
primered PCR) 技 术 非 常 相似 ,只 不 过 是 在 最 开始 的 几 个 循环 用 低 退 火 温度 ,来 确保 引物 和 
模板 非特 异性 结合 。RAPD 和 AP-PCR 的 主要 问题 是 中 性 标记 , 即 产生 的 标记 不 能 区 别 显 
隐 性 。 对 于 二 倍 体 时 期 较 长 的 真菌 ,对 基因 频率 的 估计 会 产生 问题 。 

一 种 对 RAPD 技术 的 改进 是 用 两 个 不 同 的 10nt 的 引物 ,而 不 是 用 一 个 引物 进行 PCR 
扩 增 。 这 样 可 以 允许 用 RAPD 引物 从 两 个 方向 对 扩 增 的 片断 进行 序列 测定 ,此 操作 过 程 称 
为 随机 引物 对 测序 (sequencing with arbitrary primer pairs,SWAPP)。 另 外 ,对 RAPD 产 
生 的 特异 性 片断 进行 克隆 ,然后 测序 ， 根据 测序 的 结果 设计 特异 引物 (18 一 24nt)， 对 特异 位 
点 的 多 态 性 进行 检测 , 称 为 SCAR 技术 。SCAR 技术 的 重复 性 会 大 大 提高 。 
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4.3.2 DAF 


DNA 扩 增 指纹 图 谱 (DNA amplification fingerprinting, DAP RHE i fJ 5 一 6nt 的 序 
列 片断 作为 引物 ,PCR 结果 在 琼脂 糖 凝 胶 或 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 可 以 产生 重复 性 的 谱 带 。 
DAF 结果 的 产生 并 不 依赖 以 上 所 述 的 基因 组 的 差异 ,而 是 一 种 简便 ,快速 ,敏感 的 方法 ,可 
以 广泛 应 用 到 各 种 生物 ,例如 ,虽然 杖 豆 的 分 子 多 样 性 很 低 ,DAF 可 以 检测 到 从 一 个 母 本 而 
来 的 高 同 质 性 的 不 同 品种 之 间 的 多 态 性 。DAF 能 够 产生 比 其 他 基因 组 扫描 技术 更 复杂 的 
指纹 图 谱 ,因此 ,往往 需要 在 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 上 进行 电泳 分 析 , 采 用 银 染 的 方法 检测 。 简 单 
的 DAF 可 以 用 来 构建 遗传 图 谱 , 而 复杂 的 DAF 带 型 可 以 用 来 进行 个 体 基 因 型 的 鉴别 。 


4.3.3 AFLP 


扩 增 片断 长 度 多 态 性 (amplification fragment length polymorphism, AFLP) 是 限制 性 
酶 切 和 PCR 扩 增 相 结合 产生 多 态 性 片断 的 技术 。 样 品 DNA 首先 用 限制 性 内 切 酶 消化 , 然 
后 用 一 个 寡 核 苷 酸 接头 将 消化 的 片断 连接 起 来 ,连接 完成 后 ,接头 序列 和 3“- 端 随机 序列 为 
引物 序列 ,采取 PCR 方法 扩 增 获得 一 系列 产物 片断 ,然后 用 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 对 扩 增 产 
物 进 行 分 离 。 这 种 技术 可 以 获得 大 量 的 多 态 性 片断 ,但 是 这 些 标记 可 能 集中 在 一 个 基因 组 
的 小 范围 内 。 


4.3.4 VNTR 位 点 


传统 的 DNA 指纹 方法 许多 是 根据 串联 重复 序列 的 不 同 数目 (variable number tandem 
repeat, VNTR) 位 点 的 特性 ,通过 与 小 卫星 中 心 序列 的 酶 切 产 物 进 行 Southern 杂交 来 进行 
的 。 这 是 一 个 检测 多 位 点 变异 的 有 效 工具 。 用 微 卫 星 序 列 进行 DNA 指纹 分 析 的 操作 程序 
ERRA. VNTR 位 点 也 可 以 通过 合并 PCR 引物 来 进行 随机 检测 。 小 卫星 和 微 卫 星 中 心 
序列 都 可 以 合并 到 PCR 引物 序列 中 ,从 而 丰富 了 对 VNTR 位 点 的 扩 增 产物 。 

虽然 VNTR 位 点 分 散 于 整个 基因 组 中 ,根据 VNTR 位 点 两 侧 保守 序列 设计 引物 进行 
PCR 扩 增 ,也 可 以 检测 单个 包含 微 卫 星 SSR 序列 的 VNTR 位 点 。 但 是 ,如 果 引 物 不 能 从 相 
关 的 生物 中 扩 增 出 片断 , 则 需要 对 围绕 VNTR 位 点 的 序列 进行 相当 的 研究 ,以 得 到 足够 的 
可 供 引 物 设计 的 信息 。 一 旦 引物 获得 了 ,只 需要 对 少数 位 点 进行 取样 分 析 就 可 以 揭示 相当 
多 的 遗传 变异 。 部 分 原因 是 SSR 序列 的 重复 数 有 相当 大 的 突变 率 ,产生 的 标记 也 是 共 显 
性 的 。 

上 述 许多 技术 可 以 相互 结合 ,从 而 增加 了 标记 谱 带 的 复杂 性 , 即 对 于 同一 组 样品 ,采用 
不 同 的 方法 ,对 结果 进行 综合 分 析 , 可 以 对 研究 的 问题 得 出 比较 科学 的 答案 。 


4.4 环境 样品 的 分 析 


从 环境 样品 中 如 土壤 \ 植 物 组 织 、 泥 土 . 水 体 等 进行 PCR 扩 增 ,通用 引物 的 选择 是 关键 。 
为 了 避免 对 非 真 菌 材料 进行 扩 增 ,采用 对 真菌 有 选择 性 的 引物 是 必要 的 。 对 于 核糖 体 基 
因 ,已 经 有 针对 真菌 设计 的 通用 引物 如 ITSIF 和 针对 担子 菌 的 ITS4B。 还 有 如 NL6Amum 
针对 于 Pezizales,NL6Bmum 针对 担子 菌 。 

为 了 分 析 环 境 样品 中 真菌 的 群体 ,在 PCR 过 程 中 ,要 采用 避免 从 单个 个 体 中 扩 增 出 多 
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条 片段 的 技术 ,否则 将 难以 进一步 分 析 特 异 的 遗传 变异 。 从 环境 样品 中 进行 群体 扩 增 的 技 
术 包 括 基因 组 扫描 技术 和 限制 性 内 切 酶 消化 技术 。 对 PCR 片断 混合 物 是 不 能 进行 序列 测 
定 的 ,因此 ,首先 要 对 从 环境 样品 中 扩 增 出 的 产物 进行 有 效 的 分 离 。 如 果 扩 增产 物 只 是 长 
度 上 存在 差异 ,用 一 般 的 电泳 技术 就 可 以 完成 。 或 者 对 这 些 片 断 进行 克隆 ,将 它们 连接 到 
一 种 质粒 载体 上 ,对 克隆 进行 序列 分 析 , 从 而 评估 环境 样品 中 真菌 群体 的 异 质 性 特点 。 

为 了 对 从 环境 样品 中 PCR 扩 增 出 的 产物 直接 进行 检测 ,许多 特殊 的 电泳 方法 已 经 用 于 
分 离 这 样 的 PCR 产物 。DGGE、TGGE 及 相关 的 一 些 其 他 技术 已 经 用 于 对 混合 PCR 产物 
进行 分 离 分 析 。DGGE 可 以 分 析 从 环境 样品 中 扩 增 出 的 混合 扩 增 产物 ,这 已 经 成 为 普遍 应 
用 的 分 析 方 法 。 

将 片断 自动 分 析 仪 (如 DNA 测序 仪 等 ) 与 酶 切 技术 相 结合 , 称 为 T-RELP 技术 (termi- 
nal restriction fragment length polymorphism) 。 在 对 环境 样品 进行 PCR 之 前 ,将 引物 标记 
上 荧光 分 子 (如 果 标 记 2 种 引物 或 更 多 引物 ,每 种 引物 标记 上 不 同 的 荧光 分 子 )。PCR 完成 
后 ,用 限制 性 内 切 酶 对 扩 增 产物 进行 酶 切 , 酶 切 产 物 用 片断 自动 分 析 仪 检测 。 采 用 这 种 方 
法 ,研究 者 很 容易 评估 一 个 混合 PCR 产物 的 差异 ,可 以 直接 对 不 同 环境 样品 中 的 生物 群体 
和 群落 特征 进行 评估 。 这 种 方法 还 可 以 用 相应 基因 保守 区 的 序列 设计 的 引物 进行 PCR, 监 
测 环境 因素 对 相应 基因 的 影响 。 


4.5 表达 基因 的 分 析 


RNA 指纹 技术 基本 原理 与 基因 组 扫描 技术 相同 ,只 是 模板 是 由 mRNA 反 转 录 形 成 的 
cDNA。 只 有 表达 的 基因 可 以 形成 mRNA。 真 核 生 物 的 mRNA 有 一 个 poly(A) 尾 。 这 样 ， 
可 以 用 Poly(T) 为 引物 ,在 反 转 录 酶 的 作用 下 ,将 在 一 定 条 件 下 基因 表达 形成 的 mRNA 反 
转录 成 cDNA。 或 者 用 短 序列 随机 引物 进行 反 转录 ,然后 进行 PCR 扩 增 。 之 后 的 过 程 与 其 
他 基因 组 扫描 技术 的 操作 相同 。 所 获得 的 片断 是 基因 的 表达 序列 或 基因 的 蛋白 质 编码 序 
列 , 可 以 经 标记 后 作为 探 针 ,用 于 群体 特征 研究 、 系 统 发 育 研究 等 。 


5 假设 


以 上 提 到 的 技术 ,是 以 一 些 既定 的 假设 为 基础 的 。 假 设 所 用 的 标记 是 可 以 遗传 的 ,并 
且 其 遗传 模型 是 已 知 的 。 有 些 标 记 可 能 是 不 遗传 给 后 代 的 ,如 许多 RAPD 扩 增 片断 是 由 于 
引物 与 模板 在 低 退 火 温度 下 错 配 而 形成 的 ,这 样 的 标记 并 不 遗传 给 后 代 。 有 些 遗 传 模型 也 
不 符合 孟 德 尔 遗 传 规律 。 当 然 这 是 针对 于 核 基 因 组 ,有 些 细胞 质 基 因 组 ,如 线粒体 ,其 遗传 
是 来 自 母 本 。 但 是 ,由 于 核 基 因 组 在 遗传 中 的 决定 性 作用 ,假定 符合 孟 德尔 遗传 规律 的 假 
设 一 般 是 正确 的 。 

有 些 类 群 的 真菌 ,其 单 倍 体 时 期 和 双 倍 体 时 期 都 比较 长 ,因此 对 可 以 产生 显 性 标记 的 
技术 ,应 用 时 要 特别 注意 。 当 真菌 处 于 双 倍 体 或 双核 期 时 ,采用 能 够 产生 显 性 标记 的 技术 
进行 群体 结构 研究 将 受到 限制 。 由 于 显 性 标记 不 能 区 分 杂 合体 时 期 的 显 性 纯 合 体 和 杂 合 
体 ,对 于 等 位 基因 频数 的 估计 是 存 较 大 误差 的 ,而 对 于 是 单 倍 体 的 群体 , 则 不 存在 这 个 问 
题 , 这 些 技术 就 如 同 共 显 性 标记 。 

在 技术 的 选择 上 ,重复 性 是 一 个 值得 考虑 的 因素 。 在 以 上 所 述 的 技术 中 ,RAPD 技术 
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的 重复 性 最 差 ,许多 试验 条 件 参 数 的 改变 都 会 影响 到 其 结果 ,从 而 使 其 结果 的 重复 性 不 稳 
定 。 还 有 如 RFLP 技术 ,由 于 要 将 电泳 后 分 离 的 DNA 片断 转移 到 杂交 膜 上 ,再 与 探 针 杂 
交 , 最 后 通过 洗 膜 \ 显 色 , 才 能 获得 最 后 的 结果 , 洗 膜 的 程度 将 严重 影响 最 后 的 显 色 。 因 此 ， 
RFLP 技术 的 重复 性 也 不 是 很 稳定 。 

在 PCR HEF ,一 个 很 基本 的 假设 是 扩 增 产物 就 是 所 需要 的 DNA 片断 。 当 采用 特异 
引物 ,在 严谨 的 PCR 条 件 下 ,该 假设 一 般 是 正确 的 。 但 是 , 当 采 用 非 严 谨 的 退火 条 件 , 而 引 
物 的 特异 性 也 不 是 很 强 时 ,就 会 产生 问题 。 如 果 要 比较 的 片断 不 是 来 自 相 同 的 位 点 ,但 由 
于 非特 异性 扩 增 而 产生 了 相似 的 带 型 , 则 由 此 得 出 的 分 析 结 果 也 将 是 不 正确 的 。 对 于 通过 
均一 电场 电泳 获得 的 DNA 谱 带 ,一 个 基本 的 假设 是 相同 迁移 距离 的 片断 是 相同 的 片断 ,但 
实际 上 相同 迁移 距离 的 片断 只 是 长 度 相同 的 片断 ,其 核 苷 酸 组 成 不 一 定 完全 相同 。 例 如 根 
据 RAPD 扩 增 获得 的 DNA 片断 ,或 者 通过 RFLP 获得 的 相同 位 置 的 谱 带 ,都 可 能 不 是 同一 
条 带 。 对 于 这 些 问 题 ,DGGE 和 SSCP 是 解决 问题 的 手段 。 

如 果 选 取 进 行 序列 分 析 的 DNA. 片断 与 要 分 析 的 分 类 单元 的 进化 祖先 无 关 , 则 分 析 的 
结果 很 可 能 不 能 反映 真正 的 进化 关系 。 理 想 的 选择 是 对 那些 正 向 同 源 基因 (例如 有 线索 表 
示 这 些 基 因 与 物种 的 形成 和 分 化 有 关 ) 进 行 比 较 分 析 。 也 可 以 对 共生 同 源 基因 (平行 进化 
同 源 基 因 ) 进 行 对 比分 析 ( 特 别 是 有 线索 表明 一 些 基 因 与 祖先 的 基因 复制 事件 有 关 )。 一 个 
共生 同 源 基因 发 生 的 例子 是 扩 增 并 分 析 存 在 于 一 组 样本 中 的 一 个 功能 基因 ,而 在 另 一 组 样 
本 中 这 个 基因 家 族 的 基因 却 是 假 基因 ,这 些 基 因 具 有 相同 的 引物 序列 ,但 是 这 个 基因 的 复 
制 事件 发 生 于 物种 形成 事件 之 前 , 则 可 能 与 物种 的 形成 无 关 。 实 际 上 , 当 采 用 核糖 体 基因 
进行 系统 发 育 研 究 时 ,我 们 比较 的 就 是 共生 同 源 基 因 ( 平 行进 化 同 源 基 因 ), 但 由 于 串联 重 
复 序 列 在 协同 进化 中 的 趋势 ,因此 其 行为 类 似 于 正 向 进化 同 源 基因 。 另 一 个 假设 是 基因 由 
祖先 转移 而 来 (例如 是 由 亲 代 传递 给 后 代 )。 但 是 ,横向 基因 (lateral gene, 又 称 水 平 基因 ， 
horizontal gene) 在 种 间 的 传递 已 经 观察 到 (横向 基因 传递 称 为 寄生 同 源 ) ,并 已 经 在 基因 亲 
缘 关 系 分 析 中 得 到 证 明 。 

同 源 基 因 ,无 论 是 正 向 进化 同 源 , 共 生 进 化 同 源 还 是 寄生 进化 同 源 ,都 可 能 结合 在 一 
起 ,从 而 增加 了 分 析 的 复杂 性 ,形成 髓 花 式 进 化 而 形成 不 同 的 进化 历史 。 这 种 结合 进化 其 
至 可 以 发 生 在 PCR 反应 体系 中 , 称 为 “PCR 跳 聊 >。 如 果 引 物 载体 系 已 经 部 分 延长 ,可 以 通 
过 变性 ,在 下 一 个 循环 过 程 中 ,经 退火 ,结合 在 模板 的 有 一 定 同 源 性 的 其 他 区 域 , 从 而 进行 
与 预先 预期 的 结果 不 同 的 扩 增 。 这 在 进行 系统 发 育 分 析 中 将 产生 重要 问题 。 

从 环境 样品 中 进行 PCR 扩 增 时 获得 的 产物 是 由 很 多 不 同 片断 组 成 的 混合 物 。 这 里 的 
基本 假设 为 所 有 模板 上 相同 引物 的 扩 增 效率 是 一 致 的 。 虽 然 这 是 当 所 有 模板 的 引物 结合 
的 位 点 完全 相同 时 的 预想 情形 ,但 实际 上 ,样品 中 的 不 同 模板 在 引物 结合 区 域 的 突变 是 不 
同 的 ,这 也 就 引起 了 不 同 模板 之 间 的 扩 增 效率 不 一 致 。 这 样 , 在 PCR 产物 中 存在 的 不 同 片 
断 之 间 的 比例 反映 的 是 扩 增 效率 的 比例 而 不 是 样品 中 不 同 生 物 样 品 DNA 分 子 数 之 间 的 比 
例 。 混 合 模板 在 进行 PCR 时 对 PCR 跳跃 也 很 敏感 。 


6 选择 最 佳 策略 


根据 研究 对 象 和 所 要 解决 的 问题 来 选择 所 要 采取 的 方法 和 选取 的 DNA 区 段 。 真 菌 的 
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基因 组 包含 了 高 度 保守 的 序列 ,也 含有 高 度 变异 的 序列 。 在 基因 型 研究 中 ,选择 合适 的 技 
术 , 对 有 足够 变异 的 DNA 区 段 进行 分 析 , 是 解决 问题 的 关键 。 而 对 于 研究 对 象 遗传 特性 的 
掌握 是 实现 正确 实验 设计 的 依据 。 


6.1 区 分 个 体 和 群体 


真菌 的 个 体 是 真菌 中 最 基本 的 单位 ,个 体 的 概念 是 一 个 形态 学 或 遗传 学 术语 。 真 菌 个 
体 的 形成 是 由 有 丝 分 裂 形成 的 多 细胞 无 性 系 ,可 以 包括 许多 的 形态 结构 ,如 菌 丝 体 分 生 孢 
子 . 菌 核 . 子 宫 果 、 担 子 果 等 。 是 由 许多 异 质 性 的 个 体 组 成 的 群体 ,彼此 一 致 又 与 其 他 群体 
有 区 别 。 一 个 新 个 体 的 形成 过 程 主要 有 两 种 途径 :第 一 种 途径 ,在 具有 双 倍 体 或 双核 体 的 
真菌 菌 丝 体 ( 例 如 担子 菌 或 卵 菌 ) 中 ,两 个 遗传 性 质 不 同 的 配子 体 核 可 以 形成 新 的 基因 型 个 
体 。 在 具有 单 倍 体 细胞 的 菌 丝 体 ( 如 主要 的 子宫 菌 和 接合 菌 ) 中 ,所 有 新 的 无 性 系 都 来 自 两 
个 遗传 上 不 同 的 配子 体 细胞 核 的 融合 及 减 数 分 裂 。 另 外 ,自然 突变 也 是 一 种 新 个 体形 成 的 
方式 ,对 于 在 自然 条 件 下 难以 进行 有 性 生殖 的 真菌 类 群 ,由 于 其 可 以 产生 大 量 的 分 生 孢 子 ， 
在 自然 条 件 改变 时 ,会 使 含有 突变 基因 的 新 个 体 显 现 出 来 (如 植物 病原 菌 新 小 种 的 出 现 , 新 
抗 药 性 菌株 的 出 现 )。 还 有 一 些 地 衣 真 菌 ,常常 认为 是 同一 个 个 体 的 分 离 物 , 却 可 以 表现 出 
不 同 的 化 学 性 质 。 因 此 ,在 真菌 中 是 否 属于 同一 个 个 体 有 时 也 不 一 定 容易 确定 。 

对 同一 个 种 的 不 同 个 体 的 遗传 变异 的 研究 是 群体 遗传 学 的 主要 内 容 。 用 于 这 类 研究 
的 分 子 生 物 学 技术 要 能 够 检测 高 水 平 的 变异 。 由 于 在 一 个 种 内 的 变异 很 小 ,要 选择 可 以 区 
分 个 体 基 因 型 的 区 段 或 者 具有 很 高 变异 水 平 的 单位 点 进行 分 析 , 或 者 选用 基因 组 扫描 技术 
对 整个 基因 组 的 变异 进行 研究 。 适 合 于 对 基因 组 多 位 点 变异 进行 检测 的 分 子 生 物 学 技术 
主要 有 :RFLP、RAPD、AP-PCR、DAF、AFLP、VNTR 等 。 

EPIC 技术 可 以 对 一 些 基因 或 区 段 的 高 变异 区 进行 分 析 , 也 可 以 用 于 群体 遗传 学 研究 。 
如 在 真菌 中 已 经 对 # 微 管 蛋 白 的 内 含 子 区 段 进 行 镰刀 菌 群体 遗传 学 的 研究 。 

RAPD 技术 可 以 用 于 比较 不 同 群 体 之 间 的 遗传 差异 ,也 可 以 用 于 比较 不 同 物种 之 间 的 
遗传 差异 分 析 。DAF 技术 也 可 以 进行 群体 遗传 学 研究 ,而 且 可 以 得 到 比 RAPD 技术 更 多 
的 分 子 标记 。 而 AFLP 分 析 也 很 适合 于 检测 群体 水 平 的 变异 ,可 以 获得 比 其 他 方法 更 多 更 
稳定 的 分 子 标记 。 分 散 性 的 重复 序列 也 是 比较 理想 的 分 析 群 体 之 间 差 异 的 技术 ,以 此 为 基 
础 的 DNA 指纹 技术 可 以 用 于 不 同 个 体 之 间 的 亲缘 关系 的 分 析 和 遗传 。 虽 然 小 卫星 VNTR 
位 点 在 真菌 中 显示 其 变异 不 大 ,但 在 研究 互 交 不 育 群 之 内 和 之 间 的 遗传 交换 方面 已 经 得 到 
应 用 ,证 明 这 种 技术 可 以 用 于 一 些 个 体 基因 型 的 研究 。 


6.2 区 分 近 缘 物种 


真菌 种 级 水 平 的 差异 主要 是 由 于 遗传 上 的 变异 。 部 分 的 原因 是 由 于 群体 遗传 因子 , 例 
如 一 个 物种 的 起 源 (特别 是 地 理 隔离 形成 的 平行 进化 ) .遗传 交换 机 制 及 分 散 机 制 等 。 但 
是 ,物种 变化 的 主要 原因 是 基因 歧化 发 生 后 又 经 过 了 长 时 间 的 进化 ,物种 在 长 时 间 的 进化 
过 程 中 ,积累 了 大 量 的 核 苷 酸 替 代 , 分 化 时 间 越 久 ,替换 越 多 。 对 此 的 检测 必须 选择 合适 的 
方法 ,对 合适 的 基因 区 段 进行 分 析 。 

虽然 没有 任何 一 种 技术 或 DNA 区 段 可 以 保证 解决 所 有 的 真菌 种 级 水 平 的 变异 检测 ， 
但 是 有 一 些 区 段 已 经 广泛 地 用 于 这 类 研究 来 评估 种 级 亲缘 关系 。 例 如 rDNA 的 ITS 区 段 、 
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大 亚 基 的 部 分 序列 (LSU) 等 。 对 于 亲缘 关系 很 近 的 种 类 ,可 以 选用 IGS KB, IGS KRS 
有 很 高 的 变异 ,可 以 用 于 生物 种 的 区 分 ,甚至 不 同 菌株 的 区 分 。 此 外 还 有 B- 微 管 蛋 白 基 因 、 
转录 因子 工 和 蛋白 基因 等 ,也 用 于 种 级 系统 发 育 研 究 。 除 了 序列 分 析 , RFLP, DGGE, SSCP 
等 技术 也 用 于 种 级 分 类 研究 。 


6.3 更 高 级 分 类 单元 


对 于 种 级 以 上 分 类 单元 的 比较 ,需要 选择 变异 不 大 ,保守 性 很 高 的 区 段 进 行 分 析 。 
由 于 高 级 分 类 单元 之 间 是 独立 进化 很 长 的 时 间 , 已 经 积累 了 大 量 的 突变 ,要 找到 可 以 
进行 高 级 分 类 单元 差异 的 鉴定 区 段 非常 困难 ,因此 ,对 于 高 级 分 类 单元 的 研究 目的 主 
要 是 明确 它们 之 间 的 亲缘 关系 而 不 是 鉴定 特定 的 分 类 单位 。 经 过 很 长 时 间 后 ,含有 高 
变异 的 区 段 已 经 不 能 使 用 ,因为 其 相应 核 苷 酸 的 替换 已 经 发 生 了 很 多 次 ,甚至 有 很 多 
的 恢复 突变 ,使 对 同 源 基 因 区 段 变异 水 平 的 正确 评估 非常 困难 ,虽然 已 经 发 生 了 很 多 
蔡 换 ,但 却 检测 不 到 。 这 种 “噪音 ”的 积累 将 掩盖 真正 有 用 的 信息 。 高 级 分 类 单元 的 系 
统 发 育 分 析 要 对 高 保守 序列 区 段 进 行 分 析 , 例 如 rDNA 的 小 亚 基 区 段 (SSU) ,或 者 是 基 
因 编 码 区 。 由 于 单个 区 段 或 者 含有 许多 噪音 ,或 者 变异 很 少 , 有 时 对 多 个 片断 进行 联 
合 分 析 ,往往 可 以 获得 较 理 想 的 结果 。 


方案 1 EXXWURAPD2ZA 


l. 收集 菌株 ”从 野外 采集 标本 ,分 离 菌 株 。 

2. 菌 体 培养 ”从 在 PDA 平板 上 培养 3 天 的 菌落 边缘 取 2mmX2mm 的 菌 丝 块 ,接种 到 
100ml 的 PD 液体 培养 基 中 ,25 条 件 下 扬 床 150r/min 震荡 培养 3 一 7 天 ,4 层 纱 布 过 滤 菌 
体 后 ,用 无 菌 水 洗 2 次 ,再 用 灭 菌 的 生理 盐水 洗 2 次 ,用 灭 菌 的 吸水 纸 吸 去 水 分 ,一 20'C 冰 箱 
过 夜 ,备用 。 

3. DNA 的 提取 和 纯化 CTAB(cetyltriethylammonium bromide, 十 六 烷 基 三 甲 基 澳 
164) i 

(1) 试剂 配制 

1) 5mol/L NaCl, 

2) SK C RE, 

3) CTAB 

a. BG 2mol/L Tris-HCl 缓冲 液 (pPH8.0) 

b. && 0. 5mol/L EDTA 4> % (pH8. 00; (DEDTA * Na; * 2H; 0, 相对 分 子 质量 
372. 24, 取 186. 12g EDTA * Na; * ZH;O M RK CddH; O) 800ml 溶解 ,后 用 NaOH 20g 
调节 pH8. 0, 加 ddH;O 至 1000ml, ©CTAB 3€ J& 3& 7b 3k [206 (V/W) CTAB; 1. 4mol/L 
NaCl;20mmol/L EDTA;100mmol/L Tris-HCICpHS8. 0);2% 他 殖 基 乙 酵 ]( 使 用 前 加 入 )。 

4) PVP: 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 。 

5) 石英 砂 。 

6) SU2 /J- X 1&(24 : 1)。 

7) HAR. 

8) 75%% 乙 酵 溶 液 。 
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9) TE 缓冲 液 (pPH8.0)(10mmol/L Tris-HCl, 1mmol/L EDTA), 

10) RNase A(10mg/ml) 。 

11) 无 水 乙醇。 

(2) 仪器 。 

D 冰冻 高 速 离心 机 。 

2) E SÉ, 

3 台式 离心 机 。 

4) 电热 衡 温水 浴 锅 。 

5) 电热 衡 温 培养 箱 。 

6) 电 冰 箱 。 

7) 离心 管 和 移 液 吸 头 。 

(3) 操作 步骤 

1) 在 1.5ml 离心 管 中 加 入 7000] CTAB 缓冲 液 。 

2) 取 0. 12g 菌 丝 ,在 液 氨 中 (加 0.01gPVP, 石 英 砂 ) 迅 速 研 磨 成 粉末 后 ,把 粉末 转 入 含 
CTAB 缓冲 液 离心 管 中 , 上 下 颠倒 数 次 使 之 混合 均匀 。 

3) F 65'C Ji84 i 0. 5 一 1h。 

4) R3 EE RS IRAE EAR OOD 83 SU / JEUX BE (24 : 1) ,颠倒 混 匀 10min, 

5) 离心 (10 000r/min, lOmin, € i$) ,去 沉淀 ,将 上 清 液 转 入 另 一 离心 管 中 。 

6) 在 上 清 液 中 加 入 等 体积 异 丙 醇 , 轻 缓 颠 倒 混 合 均匀 ,室温 放置 10 一 20min。 

7) 离心 去 上 清 液 (10 O000r/min, I0ómin,4'C), 

8) 用 100ul 75 为 乙醇 溶液 洗涤 2 次 以 去 除 盐 (可 置 一 20 人 冰箱 过 夜 ) 。 

9) WE 75% CL BET ,37C 3 20min, EF 60041 TE 缓冲 液 , 转 移 至 1. 5ml 离心 管 。 

10) 加 入 5ul RNase A( 终 浓度 为 50pg/mD , 37'C 4€ i& 30min (T 4& — 20'C zk 48 F 
RA). 

11) 用 等 体积 饱和 酚 / 氨 仿 / 异 成 酵 (25 : 24: 1) 抽 提 1—3 次 ( 视 材 料 等 情况 而 定 ) 。 

12) 用 等 体积 氨 仿 / 异 皮 酵 (24 : 1) 抽 提 1—3 次 ( 视 材料 等 情况 而 定 )。 

13) 离心 (10 000rpm, lOmin, 4'C) ,吸取 上 清 液 转移 到 一 个 新 的 1. 5ml 离心 管 中 。 

14) 上 清 液 加 入 1/10 体积 4mol/L NaCl( 终 浓度 0. 1 一 0. 4mol/L) 溶 液 后 ,加 入 2 倍 体 
积 无 水 乙醇 ,放置 20min 后 ,10 000r/min 15min, 离 心 沉淀 DNA, 

15) RA 7596 C BEXERR C20 C) eie 2 一 3 次 ,37 和 保温 箱 中 干燥 后 ( 除 乙 酵 ) 溶 于 适 
X8 TE RCG P 4C 备 用 。 

4. 引物 筛选 

(1) 用 3 个 已 经 明确 其 为 不 同 基因 型 的 代表 菌株 各 1 株 , 提 取 DNA 后 ,分 别 逐 个 地 用 
供 选 的 随机 引物 进行 扩 增 ,从 中 筛选 出 适合 于 链 格 孢 真菌 RAPD 分 析 的 随机 引物 。 扩 增 程 
序 为 :94C 变 性 2min; 以 后 94C Rt 40s,37"C 3E X. 1min,72'C 3& 4 lmin, 共 40 个 循环 。 最 
后 72C 延 伸 6min。 扩 增产 物 在 1.4% 的 琼脂 糖 凝 胶 上 ,用 TBE 电泳 缓冲 液 , 上 样 8pl， 
4V/cm 电泳 3h, 省 化 乙 锭 染色 ,254nm 紫外 光 下 检测 、 照相。 重复 2 次 。 

(2) 另 一 个 引物 筛选 的 方法 是 :从 供 试 的 每 个 菌株 的 DNA 中 取 等 量 的 DNA 混合 ,以 
此 混合 物 为 模板 ,对 所 要 筛选 的 引物 进行 扩 增 、 电 泳 ,方法 同上 。 选 择 扩 增 出 25 条 明确 的 
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条 带 的 引物 作为 用 于 RAPD 分 析 的 引物 。 这 种 方法 对 于 群体 遗传 分 析 是 快速 的 筛选 方法 。 

5. RAPD 扩 增 ”对 供 试 菌株 进行 RAPD 扩 增 的 254] 体系 中 包括 :10 久 反应 缓冲 液 
2. 5ul; Mg^* Immol/L;10 碱 基 随 机 引物 5pmol; dNTP 200umol/L; Taq 醇 1. 5U( 上 海 生物 
工程 有 限 公司 );DNA 10 一 50ng。 扩 增 程序 为 :94C 变 性 2min; 以 后 94C 变性 40s, 37€ iE. 
K 1jmin,72CC 延 伸 lmin, 共 40 个 循环 。 最 后 72'C3E 4$ 6min。 扩 增产 物 在 1.496 3& FEX AE 
胶 上 ,用 TBE 电泳 缓冲 液 , 上 样 8yl,4V/cm 电泳 3h, 澳 化 乙 锭 染色 ,254nm 紫外 光 下 检测 、 
照相 。 重 复 2 次 。 

6. 数据 处 理 用 公式 lnY 二 AX 十 B 计算 扩 增 产物 的 分 子 质量 。 其 中 :Y 表示 DNA 的 
X Gp; X &: DNA 片段 电泳 的 迁移 距离 ;A、B 为 系数 。 分 子 质量 不 超过 3 中 的 变异 认 
为 是 相同 大 小 的 片段 。 对 于 相同 分 子 质 量 的 DNA 片段 ,重复 扩 增 出 的 编码 为 “1”, 没 有 重 
复 扩 增 的 编码 为 "0” ,计算 各 样品 间 的 相似 系数 S 二 2Nap/ NA 十 Na 十 Nas, 其 中 Na 为 A 样 
品 特 有 的 带 数 ,Ns 为 样品 BB 特有 的 带 数 ,Nas 为 样品 A、B 共有 的 带 数 。 遗 传 距离 DD 一 1 一 
S。 用 相应 软件 进行 聚 类 分 析 , 采 用 UPGMA 法 聚 类 。 

7. THER. 


7 AFLP 技术 的 原理 及 其 应 用 


AFLP 技术 是 将 限制 性 酶 切 技术 和 PCR 反应 相 结合 的 分 子 标记 方法 ,具有 重复 性 好 、 
灵敏 度 高 的 优点 。 由 于 不 同 物种 .品种 .品系 甚至 个 体 之 间 的 基因 组 不 同 , 当 用 限制 性 内 切 
酶 消化 DNA 时 ,会 产生 分 子 量 大 小 不 同 的 限制 性 酶 切片 段 。 这 种 不 同体 现 了 相应 酶 切 位 
点 上 核 苷 酸 组 成 的 不 同 , 即 检测 的 是 酶 切 位 点 的 多 态 性 。 酶 切 后 再 使 用 特定 的 双 链 接头 与 
酶 切 DNA 片段 连接 ,作为 PCR 扩 增 的 模板 。PCR 扩 增 的 引物 含有 人 工 接头 序列 、 酶 切 位 
点 序列 和 选择 性 碱 基 ,这 样 扩 增 的 结果 是 只 有 与 选择 性 引物 匹配 的 片段 得 以 扩 增 , 从 而 减 
少 了 RFLP 所 必需 的 探 针 制 备 和 杂交 过 程 。 扩 增 结 果 通 过 测序 胶 电泳 分 离 , 用 放射 性 同位 
素 标记 检测 或 者 通过 银 染 检测 。AFLP 技术 与 RFLP 技术 相 比 , 省 时 省 工 , 易 于 操作 。 与 
RAPD 技术 相 比 ,重复 性 好 ,检测 的 多 样 性 多 。 现 在 已 经 有 商品 化 的 试剂 盒 供 应 ,使 AFLP 
技术 的 具有 更 好 可 操作 性 。 

AFLP 分 析 一 般 应 用 两 种 限制 性 内 切 酶 在 适宜 的 缓冲 系统 中 对 DNA 进行 酶 切 。 一 种 
为 识别 位 点 为 六 碱 基 的 低频 剪 切 酶 , 另 一 种 为 识别 位 点 为 4 碱 基 的 高 频 前 切 酶 。 这 样 2 种 
酶 搭配 , 双 酶 切 产生 的 DNA 片段 长 度 一 般 小 于 500bp, 在 AFLP 扩 增 反应 中 可 被 优先 扩 
增 , 扩 增 产物 经 过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 , 可 被 很 好 地 分 离 。 目 前 常用 的 2 种 酶 一 是 Mse I, 
识别 位 点 是 4 个 碱 基 对 ;二 是 EcoR I, 识 别 位 点 为 6 个 碱 基 对 。 

AFLP 接头 和 引物 都 是 经 过 人 工 设计 合成 的 。 接 头 和 引物 在 使 用 时 是 双 链 的 ,合成 时 
分 别 合成 单 链 ,经 在 试验 室 中 退火 形成 双 链 。 人 工 接头 (artificial adapter) 一 般 长 1418 个 
碱 基 对 ,由 一 个 核心 序列 (core sequence) 和 一 个 酶 切 位 点 的 尾部 序列 组 成 。AFLP 引物 序 
列 由 3 部 分 组 成 :5 端 含有 人 工 接头 的 核心 序列 (core sequence, CORE) 和 限制 性 内 切 酶 的 
特定 尾部 序列 ( 酶 切 位 点 序列 经 过 酶 消化 处 理 后 的 尾部 序列 ) 及 3' 端 的 带 有 2 一 3 个 的 选择 
性 碱 基 。AFLP 分 子 标记 技术 流程 见 图 1-2, 
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(a) 总 基因 组 DNA 





























(基因 组 长 度 5 Mbp) 
用 两 种 限制 性 内 切 酶 双 酶 切 
T—T 

H is T Ur T ecd T 
T——T H T H T T—T 
T—T H T H T 

H T i » T up" 

T—T T—T 
连接 接头 





O- 
BEO —m a 
m—1dmm Cc—ama ~ E 1- 
C 
Om u 


概率 * <10 2400 >20000 
PCR 选 择 性 扩 增 
(b) * 
Hind lll (A/AGCTT) Taql (T/CGA) 


eh > CNNN NNNNNNN N 
A 


H01 NNNNNNNNNCAGCTT 
NNNNNNNNNGTCGAAK]NNN —/ 


A 
NNNNNNNNNCAGCTT 
NNNNNNNNNGTCGAAANNN—/ 不 扩 增 


A 
CAGCTT 


NNNNNNNNNGTCGAAGNNN 一 一 / 


3’ we CAGCCNNNNNNNNNNN-5' 
5'-NNNNNNNNNCAG CGGNNNNNNNNNNN 
GCCNNNNNNNNNNN Tc 
图 1-2 AFLP 技术 的 流程 ( 引 自 Janssen et al, 1996) 


7.1 AFLP 分 析 所 需 的 引物 和 接头 的 设计 合成 


接头 的 设计 是 根据 人 工 接头 和 酶 切 位 点 相 结 合 的 原理 ,人 工 接头 中 有 10—14 个 互补 的 
碱 基 ,两 端 各 有 一 段 单 链 的 尾部 ,5 端的 单 链 为 了 保证 两 个 接头 不 能 连接 , 3" 端 连 接 有 酶 切 
序列 的 末端 ,以 便 使 接头 能 够 与 目的 DNA 片段 有 效 连接 。 通 常 ,我 们 选择 EcoR I (识别 序 
列 是 6 个 碱 基 , 酶 切 末 端 是 AATTO II Mse I (识别 序列 为 4 个 碱 基 , 酶 切 未 端 是 ATO, 

以 下 是 经 常用 的 2 个 接头 序列 :EcoR 工 接头 1;5-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3', 
EcoR 工 接头 2:3 -CAT CTG ACG CAT GGT TAA-5'。MseT 接 头 1;5-GAC GAT GAG 
TCC TGA G-3' ,Mse I 8&3. 2.3'- TAC TCA GGA CTC AT-5', 
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4 条 接头 分 别 合成 ,分 别 配 成 浓度 为 100pmol/ ul 的 储备 液 储存 备用 ;然后 在 PCR 仪 上 
形成 双 链 接头 。 

接头 的 制备 :将 EcoR I 接 头 上 下 链 (EcoR I 接头 1 和 EcoR I 接 头 2) 稀 释 成 5 pmol/pl 
的 浓度 ,等 体积 混合 后 ,在 PCR 仪 上 以 下 列 程序 进行 接头 的 退火 ,形成 双 链 : 

94'C 3min; 

65°C 10min; 

37C 10min; 

25 1lOmin; 

完成 后 于 一 20C 保 存 备用 。 

分 别 取 Mse I 上 下 链 等 体积 的 量 混合 配 成 50pmol/pl 的 浓度 ,混合 均匀 后 ,在 PCR 4X. 
上 以 下 列 程序 进行 接头 的 退火 ,形成 双 链 : 

94'C 3min; 

65'C 10min; 

37C 10min; 

25C lOmin; 

完成 后 于 一 20 伟 保存 备用 。 

引物 的 设计 由 接头 序列 . 酶 切 位 点 的 尾部 序列 和 选择 序列 3 部 分 组 成 。 分 为 2 种 :一 是 
预 扩 增 引物 ,选择 性 序列 只 用 一 个 选择 性 碱 基 ; 二 是 扩 增 引物 ,在 预 扩 增 引物 的 基础 上 再 增 
加 2 个 碱 基 。 这 样 ,如 果 要 将 所 检测 的 样品 尽量 多 的 覆盖 ,需要 设计 多 对 引物 ,进行 多 次 电 
泳 检测 ,以 获得 尽量 多 的 多 态 性 。 

例如 ,按照 上 面 的 接头 序列 ,可 以 设计 的 预 扩 增 引物 如 下 。 

对 应 EcoR I 接 头 序 列 , 预 扩 增 引物 是 :ECOR00: 5'-GAC TGC GTA CCAATT C-3', 

对 应 Mse IT 接 头 序列 , 预 扩 增 引物 是 :MSE00:5'-GAT GAGTCC TGA GTAA- 3', 

而 扩 增 引物 可 以 是 : 

对 应 预 扩 增 引物 ECOROO 的 部 分 扩 增 引物 : 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAC-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAT-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CCC-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CCG-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CCA-3' 

5'-GAC TGC GTA CCA ATT CCT-3' 

等 ; 

对 应 预 扩 增 引物 MSEO0 的 部 分 扩 增 引物 . 

5'-GAT GAGTCC TGA GTA AAC- 3' 

5'-GAT GAGTCC TGA GTA AAG- 3' 

5'-GAT GAGTCC TGA GTA AAA- 3' 

5'-GAT GAGTCC TGA GTA AAT- 3' 
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5'-GAT GAGTCC TGA GTA ACC- 3' 
5'-GAT GAGTCC TGA GTA ACG- 3' 
5'-GAT GAGTCC TGA GTA ACA- 3' 
5'-GAT GAGTCC TGA GTA ACT- 3' 
等 。 
在 应 用 时 ,2 组 中 的 任意 一 条 引物 ,可 以 与 男 一 组 中 的 任意 一 条 引物 组 合 ,进行 PCR Y 
增 。 如 以 上 2 组 引物 ,可 以 组 成 64 对 扩 增 引物 。 因 此 ,在 对 所 有 样品 进行 正式 扩 增 前 ,还 需 
要 对 所 有 引物 对 进行 初 第, 选 出 合适 的 引物 进行 正式 试验 研究 。 


7.2 DNA 的 酶 切 处 理 


AFLP 分 析 中 常用 的 2 个 限制 性 内 切 酶 组 合 EcoR I 和 Mse I, EcoRI 的 识别 位 点 为 6 
个 碱 基 ,Mse I 的 识别 位 点 为 4 个 碱 基 。 这 样 的 酶 切 结果 产生 了 比 只 用 识别 位 点 为 6 个 碱 
基 的 2 个 限制 性 内 切 酶 酶 切 时 更 多 的 片段 。 在 以 后 的 连接 过 程 中 ,可 以 产生 更 多 的 多 态 性 。 


方案 2 丝 状 真菌 的 AFLP 分 析 


设备 与 仪器 : 

l. 仪器 设备 ” 液 氮 钠 、 研 钵 、 水 浴 锅 、 台 式 离心 机 、 冷 冻 离 心机、PCR 仪 、 测 序 胶 制备 设 
备 、 电 泳 仪 . 制 冰 机 、 显 色 盘 、 离 心 管 . 移 液 吸 头等 。 

2. 试剂 DNA 提取 试剂 、 限 制 性 内 切 酶 ,琼脂 糖 、 丙 烯 酰胺 凝聚 储备 液 、 显 色 液 .固定 
液 、 洗 脱 液 、 电 泳 缓冲 液 、 上 样 缓冲 液 等 。 

方法 与 步骤 : 

l. 基因 组 DNA 的 提取 K CTAB 法 ,在 提取 时 一 般 先 用 酚 / 氯 仿 / 异 成 醇 (25 : 24 : DE 
取 , 再 用 氨 仿 / 异 及 醇 (24 : 1) 革 取 除 酚 及 和 蛋白质, 具体 步 又 参见 第 二 章 方 案 1 中 稻 盖 病菌 
DNA 的 提取 方法 。 

2. 限制 性 酶 切 在 PCR 管 中 按 表 1-1 加 入 酶 切 反 应 组 分 。 


表 1-1 限制 性 酶 切 





组 分 体积 (pl) 
10X 缓 冲 液 R* 5 
基因 组 DNA(200ng/pl) 5 
Mse I(10 U/uD 


体积 (pl) 








EcoR I(10 U/nl) 
ddH2O 38 
总 体积 
* 限制 性 内 切 酶 选用 Fermentas 公司 的 产品 。 如 果 是 其 他 公司 的 产品 ,选用 公司 推荐 的 合适 缓冲 液 。 


限制 性 内 切 酶 的 量 以 lug DNA/8—10U 为 宜 。 酶 切 时 间 根 据 基因 组 DNA 的 质量 的 
不 同 有 所 差异 ,质量 越 好 ,所 需 时 间 可 适当 缩短 。 

加 好 后 轻 轻 混 匀 ,瞬时 离心 后 ,在 PCR 仪 上 进行 酶 切 反应 。 

反应 程序 为 37°C 2—3h,80'C 10min, 

反应 后 立即 置 于 冰 上 ， 或 者 于 一 20MC 保 存 备用 。 

39. 酶 切 产物 与 接头 的 连接 Æ PCR 管 中 , 按 表 1-2 所 示 的 连接 体系 加 入 各 个 组 分 。 










第 一 章 ” 丝 状 真 菌 基 因 型 特征 的 鉴定 . 17 
表 1-2 酶 切 产物 与 接头 连接 


组 分 体积 (pb | 组 分 体积 (pl) 
基因 组 DNA 酶 切 产物 40 | T4 DNA 连接 酶 (5U/p1) 1 
EcoR 1X (5pmol/ pl) 2 | T4 DNA 连接 酶 缓冲 液 5 
Mse 1 接头 (50pmol/pl) 2 Total 50 


轻 轻 混 匀 后 ,16C 连 接 过 夜 ,然后 于 TCR 20min 使 酶 失 活 , 然 后 于 一 20\C 保存 


备用 。 
4. AFLP 的 预 扩 增 ” 预 扩 增 的 目的 是 将 多 态 性 片段 富 集 ,使 以 后 的 正式 扩 增 的 稳定 性 
增加 。 
(1) RÈ 1-3 所 示 的 预 扩 增 体 系 , 在 PCR 管 中 加 入 各 个 组 分 : 
A013 预 扩 增 体系 
组 分 体积 (jl) 组 分 体积 Cpl) 
10X Ex Taq 缓冲 液 5 Ex Taq 酶 (5U/pl) 0. 25 
4 种 赔 氧 核 苷 酸 混合 液 4(2. 5 mmol/L) 4 连接 产物 5 
引物 ECOR00(10 pmol/pl) 1.5 | ddH;O 32.5 
引物 MSE00(10 pmol/pl) 1.5 | 总 体积 50 


(2) PERI, HASA PCR 仪 中 。 

预 扩 增 程序 为 :94C ,变性 2min; 然后 按 以 下 参数 进行 20 个 循环 :94C ,30s; 60C, 
lmin; 72°C ,2min。 

循环 后 72'CaE 4e 7min, 结 束 预 扩 增 。 

(3) R Sul 预 扩 增 产物 于 1.0% 的 琼脂 糖 去 股 上 电泳 ,检测 预 扩 增 效果 ,其 余 预 扩 增 产 
物 保 存 于 一 20C 备 用 。 

9. AFLP 的 选择 性 扩 增 (正式 扩 增 ) ” 预 扩 增产 物 稀释 100 倍 后 ,作为 选择 性 扩 增 的 模 
板 , 于 一 20 人 保存 备用 。 

(1) 在 PCR 管 中 按 表 1-4 加 入 下 列 组 分 。 


表 1-4 预 扩 增 产物 稀释 


组 分 体积 (pl) 组 分 体积 (pl) 
10X Ex Taq 缓冲 液 2 Ex Taq BiCSU/u 0.2 
4 种 脱氧 核 车 酸 混合 液 (2. 5 mmol/L) 1.6 ] 100X 预 扩 增 产物 1 
扩 增 引物 1(10 pmol/uD 0.5 ddH;O 14.2 
扩 增 引物 2(10 pmol/uD 0.5 总 体积 20 


(2) 轻 轻 混 匀 ,瞬时 离心 , 放 入 PCR 仪 中 。 
选择 性 扩 增 程序 为 :94°C， 变性 2min; 然后 按 以 下 参数 进行 12 个 循环 :94C , 30s; 
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65'C,30s; 72C,1min; 再 按 以 下 参数 进行 36 个 循环 :94"C ,30s; 56'C,30s; 72'C ,1min。 
循环 后 72 亿 延伸 7min, 结 束 选 择 性 扩 增 。PCR 产物 保存 于 一 20 仿 备用。 

6. AFLP 的 聚 两 烯 酰 胺 凝 胶 电泳 

(1) 凝 胶 板 的 硅化 处 理 ; 用 0.5% 的 Bind-Silance 处 理 长 玻璃 板 以 使 凝 胶 与 之 有 效 粘 
贴 , 用 Repel-Silance 处 理 小 玻璃 板 , 可 使 凝 胶 在 电泳 后 易于 从 玻璃 板 上 和 剥离 。 

1) 用 洗 洁 精 将 玻璃 板 洗涤 干净 ,并 用 ddH;O 〇 漂洗 3 次 ,上 晾 干 。 然 后 用 脱脂 棉 芍 无 水 志 
BRGSL.mT. E4 1X. 

2) 短 板 处 理 :将 3ml Repel-Silane 涂 布 于 小 玻璃 板 未 刻 标记 的 一 面 , 用 脱脂 棉 将 其 涂 布 
均匀 。 室 温和 干燥 5min 后 ,再 用 无 水 乙醇 擦洗 1 iğ, iT. 

3) 长 板 处 理 :将 lul 的 Bind-Silance 加 入 Iml &- 576888 &$ 95% 乙 醇 溶 液 中 《950pl 0 
醇 溶液 中 加 入 504] 醋酸 ), 充 分 混 匀 。 将 大 玻璃 板 未 刻 标记 的 一 面向 上 放 平 ,然后 将 前 述 混 
好 Bind-Silance 的 乙醇 溶液 全 部 加 到 大 玻璃 板 上 ,用 脱脂 棉 均 匀 涂 满 整个 表面 ,室温 防 
omin, 然后 用 无 水 乙醇 擦洗 1 38 , 

4) 将 处 理 好 的 玻璃 板 置 于 制 胶 模具 上 ,加 好 间隔 条 、 加 样 杭 , 夹 好 金属 夫 ，, 准 备 
灌 胶 。 

(2) 凝 胶 的 制备 及 灌 胶 

1) 配制 40%(Acr : Bis—19 : 1) 的 丙烯 酰胺 贮存 液 , 于 4C 保 存 。 

2) 用 丙烯 酰胺 贮存 液 配制 6% 的 胶 。 

3) 在 丙烯 酰胺 中 迅速 加 入 TEMED 30hnl,10% 新 鲜 配 制 的 过 硫酸 铵 300p], 混 匀 。 

4) 将 长 板 微微 倾斜 ,用 50ml 注射 器 吸取 凝 胶 , 沿 着 长 板 的 边缘 ,缓慢 注入 准备 好 的 模 
. 具 中 。 可 边 灌 胶 边 用 吸 耳 球 轻 拍 玻璃 板 , 以 防 气泡 的 出 现 。 

5) 胶 注 满 模具 后 , 平 端 杭 子 , 缓 缓 推 入 灌 胶 口 ,深度 约 lcm, 用 保鲜 膜 包 住 灌 胶 口 。 

6) 室温 静 置 , 待 胶 完 全 凝聚 , 即 可 上 样 电泳 。 

(3) 电泳 

1) 配制 10X TBE 电泳 缓冲 液 。 

2) 用 两 手 捍 住 核子 , 轻 轻 从 完全 凝聚 的 胶 板 上 拔 出 ,将 凝 胶 板 安装 到 电泳 槽 中 ,上 下 电 
泳 模 内 各 加 入 适量 1X TBE 电泳 缓冲 液 , 接 通 电源 90W 恒 功 率 预 电 泳 30min, 

D) 用 移 液 枪 小 心 冲洗 浠 胶 上 界面 , 冲 去 析出 的 尿素 和 碎 胶 ,插入 党 鱼 齿 杭 子 。 

4) 在 扩 增 产物 的 PCR 管 中 加 入 Aul 6X 上 样 缓冲 液 ,混合 后 置 于 PCR 仪 上 ,95'C 变性 
5min, 立 即 置 于 冰 上 , 静 置 几 分 钟 后 点 样 。 

5) 每 个 点 样 孔 上 样 Sul. 

6) 接 通 电源 ,恒定 功率 70W 电泳 。 

7) 当 澳 酚 蓝 指示 带 移动 距离 胶 底 2cm 左右 ,停止 电泳 。 

(4) XE RE 3e E 

1) 按照 以 下 浓度 配制 银 染 试剂 ; 

固定 液 :1.8L 中 加 入 200ml 冰 醋 酸 。 

染色 液 :在 2L ddH;O 中 加 入 2g AgNO; 和 3ml Y RE, 

显 色 液 :60g Na; CO: 溶 于 2L ddH, O 中 , 冰 浴 至 10'C ,使 用 前 加 入 37% 甲醛 3ml 和 
10mg/ml NasSzOs400HMl。 
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2) 银 染 操作 步骤 

a. 凝 胶 的 固定 :在 固定 专用 水 箱 中 入 3L 固定 液 ,将 紧 胶 取 下 , 放 入 固定 液 中 , 置 于 摇 床 
上 90 r/min 振荡 20min 或 直至 样品 中 染料 完全 消失 , 凝 胶 也 可 在 固定 液 中 不 振荡 保存 
过 夜 。 

b. 洗 胶 : 倒 去 固定 液 , 用 ddH2O 振荡 洗 胶 ,90 r/min 振荡 10min。 从 水 中 取出 凝 胶 , 紧 
直 胶 板 静 止 10 一 20s, 使 水 流 尽 。 

c. 凝 胶 染 色 : 将 凝 胶 转 移 至 染色 溶液 90 r/min 振荡 30min, 

d. 洗 胶 :从 染色 溶液 中 取出 胶 板 放 入 ddHsO 〇 的 中 浸 洗 4s。 

e. 显影 : 在 10'C HUI E EER P Im 37% 9 8E 3ml 和 10mg/ml 的 Na; S;0,40041, 
将 洗 后 的 凝 胶 立 即 放 入 显影 液 中 ,90 r/min 充分 振荡 ,直至 条 带 全 部 显现 。 

f. 固定 凝 胶 ;将 固定 液 (10% 醋 酸 溶 液 ) ,直接 倒 入 显影 液 中 ,固定 5min, 终 止 显 色 。 然 
后 用 ddH; O 漂洗 2min, 

g 结果 记录 :用 凝 胶 扫 描 仪 扫描 ,记录 电泳 结果 ,或 者 照相 记录 。 

h 对 寻找 到 的 特异 性 标记 带 , 可 以 用 刀片 割 下 , 胶 回 收 特异 性 片段 ,作为 模板 ,用 原来 
的 引物 进行 PCR 扩 增 , 即 可 得 到 特异 的 目的 DNA 标记 。 

(5) 数据 分 析 : 采 用 合适 的 统计 软件 ,进行 聚 类 分 析 , 或 者 进行 遗传 作 图 。 


方案 3 丝 状 真菌 的 cDNA-AFLP 


试剂 与 仪器 :同方 案 2。 

方法 与 步骤 : 

l. 合成 双 链 cDNA 并 纯化 DNA 片段 ”一 般 采 用 生物 公司 的 试剂 盒 来 完成 ,许多 公司 
都 有 ,这 里 用 Takara 公司 的 M-MLV RTase cDNA Synthesis Kit 完成 。 

(1) cDNA 第 一 链 的 合成 :采用 20u 体系 。 

1) Æ 200,1 $$ PCR 管 中 配 制 表 1-5 反应 液 。 


表 1-5 配制 反应 液 
组 分 体积 (pl) 组 分 体积 (yl) 
RNA 20pg/pD | JENERE ETF 1 
5X 第 1 链 合 成 缓冲 液 4 反 转 录 酶 (M 一 MLV)(200U/pl) 2 
4 种 脱氧 核 苷 酸 混合 液 (10 1 DEPC ddH;O 加 至 20 
mmol/L) 





2) 用 移 液 吸 头 轻 柔 搅拌 混 匀 。 

3) 室温 放置 10 min。 

4) 移 至 42 人 恒温 水 浴 锅 中 ,或 者 用 PCR 仪 控 温 ,反应 lh, 

5) 反应 结束 后 置 于 冰 上 2min。 

(2) cDNA 第 二 链 的 合成 及 其 末端 平 印 化 

1) 在 第 一 条 cDNA 链 合成 后 ,在 原 管 中 按 表 1-6 顺序 加 入 合成 DNA 第 二 条 链 的 反 
应 液 。 
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表 1-6 第 二 链 合成 
组 分 体积 Cpl) | 组 分 体积 Cpl) 
cDNA 第 一 条 链 的 反应 液 20 E. coli DNA WAW T 2 
5x58 2 链 合 成 缓冲 液 30 E. coli RNase H 2 
4 FERAE ORAE REAO mmol/L) 3 | 总 体积 146 
RNase-free ddHzO 89 | 


2) 16C È 2h, 

3) 70C at 10 min, 然后 置 于 冰 上 。 

4) 加 入 4ul T4 DNA 聚合 酶 , 移 液 吸 头 轻 轻 缓慢 搅拌 混 匀 。 

5) 37'C & & 10min。 

6) 加 入 15g 的 0. 25mol/L EDTA (pH8. 0), 15110 4SDS 溶液 , 混 匀 以 停止 反应 。 

(3) cDNA 的 纯化 

1) 合成 反应 停止 后 ,将 反应 液 转 移 到 一 个 1. 5ml 的 离心 管 中 , 加 入 等 体积 (180pl) 的 
B) / $45 / T- X. C25 : 24 : 1) ,溶液 。 

2) 剧烈 振荡 混 匀 。 

3) 室温 下 12 000 r/min 离心 5 min, 液 相 分 为 2 层 , 小 心 取出 上 层 水 相 , 转移 至 新 的 
1. 5ml 离心 管 中 。 

4) 加 入 1/10 体积 的 3mol/L NaAc。 

9) 加 入 2.5 倍 体积 的 无 水 乙醇 ,充分 混 匀 。 

6) 4 人 CC 或 冰 上 放置 10 min, 

7) A'C &4F T. 12 000 r/min 离心 15 min, X Ej, 

8) 7094 LA RRA 2 k., 

9) 在 无 菌 操作 台 上 干燥 5 min, 

10) 加 入 50pl 的 TE 溶解 。 

1D €T —20CA A4 

2. cDNA 的 酶 切 处 理 cDNA-AFLP 分 析 中 也 是 用 2 个 限制 性 内 切 酶 组 合 EcoR [ fe 
Mse 工 处 理 样 品 。EcoR 工 的 识别 位 点 为 6 个 碱 基 ,Mse 械 的 识别 位 点 为 4 个 碱 基 。 由 于 
cDNA 经 过 纯化 , 醇 切 的 时 间 可 以 比 基 因 组 AFLP 81 A3 RE I] 

在 PCR £P dE 1-7 所 示 的 量 加 入 各 个 反应 成 分 : 


表 1-7 WU 
组 分 体积 (pl) | 组 分 体积 (yl) 
10X Z rh R* 4 | EcoR I (10 U/uD 0.5 
cDNA 10 | ddH;O 25 
Mse I (10 U/uD 0.5 | 总 体积 40 


L 


* ”限制 性 内 切 酶 选用 Fermentas 公司 的 产品 。 
如 果 是 其 他 公司 的 产品 ,选用 公司 推荐 的 合适 缓冲 液 


加 好 后 轻 轻 混 匀 ， 皮 时 离心 后 ,在 PCR 仪 上 进行 酶 切 反应 ,反应 程序 为 37'C 4h, 65'C 


15 min，80C10min。 反 应 后 立即 置 于 冰 上 ， 或 者 于 一 20MC 保 存 备用 。 
3. cDNA-AFLP 分 析 所 需 的 引物 和 接头 的 设计 合成 
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(1) 酶 切 产 物 与 接头 的 连接 :在 PCR 管 中 , 按 表 1-8 所 示 的 连接 体系 加 入 各 个 组 分 。 


表 1-8 MRA 
组 分 体积 (jl) | 组 分 体积 (pl) 
cDNA 酶 切 产物 40 | T4 DNA 连接 酶 (5U/pl) 1 
| 


EcoR I 接头 (5pmol/pl) 2 T4 DNA 连接 缓冲 液 5 
Mse I 接头 (50pmol/ ul) 2 | 总 体积 50 


£1217,2) 15 ,16'C ik Hed A, AET 70'C Ab 3€. 20min 使 酶 失 活 ,然后 于 一 20\C 保存 
备用 。 

(2) cDNA-AFLP 的 预 扩 增 (参见 AFLP 试验 方案 ) 。 

(3) cDNA-AFLP 的 选择 性 扩 增 (正式 扩 增 )( 参 见 AFLP 试验 方案 ) 。 

(4) cDNA-AFLP 的 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ( 参 见 AFLP 试验 方案 ) 。 


8 变性 梯度 凝 胶 电泳 (DGGE) 


核酸 如 DNA 和 RNA, 其 结构 在 不 同 的 温度 或 变性 剂 浓度 下 发 生变 化 ,梯度 电泳 是 一 
类 根据 核酸 高 级 结构 进行 分 离 的 电泳 方法 ,主要 有 变性 梯度 电泳 (DGGE) 和 温度 梯度 电泳 
CTGGE) ,原理 基本 相同 ,最 初 的 方法 是 变性 梯度 电泳 (DGGE) ,由 美国 纽约 州立 大 学 教授 
Leonard Lerman 发 明 。 这 种 装置 也 可 以 用 于 分 析 蛋 白质 ,电泳 的 图 谱 也 相似 ,但 原理 不 同 。 
相对 来 讲 , TGGE 的 原理 更 容易 理解 。Lerman 和 Andersen $5 ^c FH b gr Sl ET 
TGGE 的 装置 ,以 后 乔治 亚 技术 公司 的 Roger Wartell 完善 ,最 终 在 德国 定型 。DGGE 装置 
的 生产 厂家 有 Bio-Rad、INGENY 及 CBS 科技 公司 ,TGGE 装置 的 生产 厂家 有 Biometra, 

TGGE 的 基本 原理 :室温 下 在 含有 lmmol/L 以 上 的 盐 离 子 的 溶液 中 ,， DNA 是 呈 线 
性 双 链 螺旋 的 稳定 结构 , 分子 带 负 电荷 ,在 电场 中 向 正极 移动 。 凝 胶 是 含有 筛 孔 的 固 
相 支持 物 ,在 标准 电场 中 ,DNA 线性 分 子 要 通过 凝 胶 的 筛 孔 ,移动 的 速度 与 分 子 的 大 
小 相关 ,经 过 一 定时 间 的 电泳 ,不 同 大 小 的 分 子 在 电场 中 的 位 置 不 同 , 从 而 把 不 同 的 
DNA 分 子 分 离 。 当 温度 升 高 , 双 链 的 DNA 分 子 开 始 解 链 ,也 就 是 熔 解 。 在 高 温 下 ,2 
条 链 可 以 完全 分 开 ; 但 在 中 等 温度 下 ,只 有 部 分 的 双 链 解 开 , 于 是 一 个 DNA 分 子 就 形 
成 了 一 部 分 是 双 链 , 另 一 部 分 是 单 链 的 情况 ,就 像 一 根 绳子 一 端的 部 分 已 经 分 开 , 而 另 
一 端 还 是 完好 的 。 于 是 ,1 个 分 子 就 形成 了 3 个 未 端 。 如 果 是 两 端 解 开 而 中 间 还 是 双 
螺旋 ,就 形成 了 4 个 末端 ,或 者 中 间 解 开 就 形成 带 环 的 螺旋 结构 。 这 些 部 分 熔 解 结构 
一 旦 形成 ,将 对 迁移 率 产生 很 大 影响 ,移动 速度 迅速 下 降 。 更 重要 的 是 , 凝 胶 中 的 实际 
温度 还 受到 DNA 分 子 序列 的 影响 。 这 样 ,TGGE 提供 了 一 个 依赖 序列 而 不 依赖 长 度 
的 DNA 分 离 方 法 。 最 简单 的 比喻 是 , 当 一 个 人 在 拥挤 的 房间 里 移动 时 ,如 果 伸 直 赂 
膊 ,虽然 房间 的 拥挤 度 没有 变化 ,但 移动 速度 将 急剧 下 降 。 

变性 梯度 凝 胶 (DGGE) 的 工作 原理 是 电泳 过 程 中 提供 了 一 个 包含 变性 剂 的 电泳 环境 。 
研究 发 现 ,变性 梯度 凝 胶 中 ,DNA 能 够 形成 各 种 状态 的 熔 解 结构 ,情形 与 TGGE 相似 。 结 
果 是 DNA 可 以 因为 1 个 碱 基 的 不 同 而 被 分 离 , 即 使 DNA 分 子 比 较 小 (二 200~700bp)。 随 
着 变性 条 件 的 升 高 ,DNA 分 子 可 以 逐渐 变性 ,直至 形成 2 条 单 链 , 即 提供 了 一 个 像 在 活体 细 
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胞 内 的 DNA 变性 过 程 。 由 于 DNA 在 变性 梯度 凝 胶 中 的 这 种 变性 特性 ,研究 者 可 以 分 析 
DNA 序列 上 的 不 同 ,或 者 各 种 各 样 的 基因 突变 。 在 双 链 DNA 分 子 中 ,4 种 碱 基 之 间 的 结合 
力 不 同 ,G、C 碱 基 之 间 形 成 3 个 氢 键 ,而 AI 碱 基 之 间 形 成 2 TA Kk, A, T REX 
变性 剂 的 敏感 性 要 高 于 G.C 碱 基 对 。 不 同 序列 的 双 链 DNA 碱 基 组 成 和 排列 不 同 , 在 变性 
梯度 电泳 时 , 低 GHC 含量 的 片段 在 凝 胶 中 变性 而 移动 速度 慢 。 因 此 ,不 同 的 DNA 片段 在 
电泳 过 程 中 产生 不 同 带 型 。 

分 子 大 小 一 致 但 序列 不 同 的 DN 人 分 子 在 梯度 凝 胶 中 电泳 时 ,在 不 同 的 位 置 部 分 变性 
发 生 的 程度 不 同 , 于 是 将 在 不 同 的 位 置 停止 移动 。 因 而 ,将 具有 序列 多 态 性 的 片段 在 同一 
变性 梯度 凝 胶 中 电泳 时 ,就 可 以 检测 微小 的 突变 。 当 2 个 样品 并 列 电泳 时 ,DNA 片段 上 最 
小 的 不 同 (] 个 碱 基 ) 也 可 以 很 容易 地 检测 到 。 虽 然 DGGE 技术 还 需要 其 他 的 多 个 步骤 ,如 
电泳 前 需要 富 集 , 电 泳 后 可 以 对 特异 性 DNA 片段 进行 胶 回 收 和 扩 增 ,但 是 DGGE 技术 提供 
了 其 他 技术 无 法 达到 的 优越 性 。 

不 同 的 染色 方法 对 检测 结果 也 有 重要 影响 。 其 中 , 银 染 的 灵敏 度 高 ,操作 方便 ,成 本 低 
廉 ,成 为 变性 梯度 电泳 染色 的 主要 方法 。 


方案 4 土壤 中 真菌 的 DGGE 分 析 


试剂 ; 

1. 9% 两 烯 酰胺 / 甲 双 丙烯 酰胺 溶液 丙烯 酰胺 / 甲 丸 琴 烯 酰胺 储备 液 用 0.5XTAE $ 
冲 液 稀释 而 成 。 

2. 100 好 丙烯 酰胺 / UF 溶液 9%% 丙 烯 酰胺 / 甲 又 丙烯 酰胺 溶液 中 加 入 42% (QW /V) 
素 和 40% (V/V) 去 离子 的 甲 酰胺 。 

3. APS 10% APS, 

4. 电泳 系统  DCODE-system, Bio-Rad 公司 , 

5. GF, 

6. RER ”按照 以 下 浓度 配制 银 染 试剂 。 

(OD 固定 液 :1.8L 中 加 入 200ml 冰 醋 酸 。 

(2) 染色 液 : 在 2L ddH; OO 中 加 入 2g AgNO; 和 3ml P, 

(3) 显 色 液 :60g NasCO; 溶 于 2L ddH;O F, KSE i ,使 用 前 加 入 37% P RE 3m] 和 
10mg/ml Na; SO, 400yl. 

(4) EBGR 46 Lik) 3 8, 8k 10. 5L. 水 中 加 入 505] 10 mg/ml i46, 4 , 

7. 甲 酰胺 去 离子 化 。 

(1) 在 100 ml 的 100% F Bt c P 22 X. 5g 离子 交换 剂 。 

(2) 搅动 2h 以 上 。 

(3) 用 1 号 Whatman 滤纸 过 滤 2 次。 

(4) 分 装 成 小 份 ,每 份 Iml, 

(5) 于 一 20°C 储存 。 

8. 6X 上 样 缓冲 液 25mg 澳 酚 蓝 和 2.5g ficoll 用 10 ml 的 1.0 mmol/L EDTA 
(PH8.0) 溶 解 。 

9. 浓缩 胶 9% 丙烯 酰 胺 / 甲 又 丙烯 酰胺 溶液 5ml, 7040 10% APS 和 3.54] TEMED 
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混合 。 

10. 电泳 缓冲 液 0.5XTAE 缓冲 液 。TAE 缓冲 液 :40mmol/L Tris-HCl, 40mmol/L 
醋酸 钠 ,1mmol/L EDTA, pH 7.4, 

11. TEMED, 

方法 与 步骤 : 

l. AER 

(1) 用 约 7L 的 电泳 缓冲 液 将 电泳 楼 装 满 , 将 DGGE 系统 (DCODE-system) 的 盖子 盖 
上 , 接 通 电源 ,将 温度 设置 到 58°C。 

(2) 将 洗涤 干净 的 千 爆 梯度 混合 器 放 在 一 个 磁力 搅拌 器 上 ,确保 连接 管 和 混合 器 室 的 
连接 是 完好 并 处 于 关闭 状态 。 

注意 :高 水 平 的 梯度 混合 器 非常 重要 ,高 度 要 达到 32cm。 不 同 的 高 度 对 梯度 的 形成 有 
重要 影响 。 公 司 原配 的 混合 器 的 混合 结果 一 般 比 非 原配 的 要 好 。Bio-Rad 的 梯度 混合 器 是 
内 径 2 cm 的 圆柱 体形 。 

(3) 将 制 胺 架 的 制 胺 腔 和 玻璃 板 洗 净 ,然后 用 乙醇 漂洗 , 晾 干 。 

(4) 将 制 胶 装置 装 好 ,放置 在 水 平 制 胶 器 上 。 

(5) 在 1. 0 ml 9% 两 烯 酰 胺 溶液 中 加 入 25g] 10% APS 和 1. 54] TEMED, 混 合 后 倒 入 
HEAP. 

注意 :为 防止 梯度 凝 胶 制 备 时 漏 胶 , 先 要 形成 一 个 胶 检 。 

(6) 制备 梯度 凝 胶 : 现 配制 12 ml 的 2 种 目的 丙烯 酰胺 / UF 混合 溶液 。 例 如 ,要 配制 
15%~55% UF- 梯 度 ， 需要 配制 : 

1) 15% 混 合 液 :100% 丙 烯 酰胺 / UF 溶液 1. 8ml,9% 丙 烯 酰胺 溶液 10. 2 ml, 

2) 55143. sk 10096 Fi HE BUS / UF 溶液 6. 6ml,9% 丙 烯 酰胺 溶液 5. 4ml, 

注意 :梯度 范围 由 分 离 片 段 的 特性 决定 , 凝 胶 一 般 用 2096 — 6096 3, 3t 3596 — 75 5 88 3 
Rt. 8096 变性 胶 是 7mol/L 尿素 加 3296 甲 酰胺 。 

(7) 在 每 种 混合 液 中 加 入 6541 10% APS 和 3. 34] TEMED, 轻 柔 混合 ,将 低 百 分 比 的 
混合 液 装 到 梯度 混合 器 的 左 侧 圆 简 中 。 轻 轻 打 开 连 接 阀 ,调整 大 小 至 几 滴 液 滴 进 入 另 一 个 
圆 简 中 。 用 高 百分比 的 混合 液 装 到 梯度 混合 器 的 右 侧 圆 简 中 ,打开 磁力 措 拌 器 。 打 开 连 接 
i8] , 制 胶 槽 将 慢 慢 装 满 。 

注意 :从 凝 胶 固 化 的 时 刻 开 始 , 至 少 要 放置 聚合 1 h。 

(8) 从 凝 胶 顶 部 倒 掉 溢出 的 液体 。 

(9) 准备 浓缩 胶 溶 液 , 小 心地 将 浓缩 胶 溶 液 加 到 梯度 胶 的 顶部 ,然后 插 上 凝 胶 杭 子 。 浓 
缩 胶 聚合 约 15min, 

2. 上 样 和 电泳 

(1) 将 凝 胶 杭 子 小 心地 拔 出 ,用 水 冲洗 上 样 孔 。 

(2) 关 掉 DGGE 系统 (DCODE-system) ,打开 盖子 , 放 到 旁边 。 

(3) 将 制 好 的 胶 板 放置 到 系统 中 国定 ,然后 放 到 电泳 神 中 。 

(4) 将 上 部 的 电泳 楼 中 加 满 电 泳 液 。 

(5) 将 PCR 产物 15ul 5 6X EH b 3ul 混合 。 

(6) 用 电泳 缓冲 液 冲洗 上 样 孔 , 小 心地 将 样品 加 入 。 
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(7) 将 电泳 系统 的 盖子 盖 好 ,打开 开关 ,在 80 V 电泳 16 h, 

3 染色: 银 染 或 者 EB 染色 。 

(D 银 染 操作 步骤 

1) 凝 胶 的 国定 :在 固定 专用 水 箱 中 入 3L 固定 液 , 将 凝 胶 取 下 HARER P, ETR 
上 90 r/min 振荡 20min 或 直至 样品 中 染料 完全 消失 , 凝 胶 也 可 在 固定 液 中 不 振荡 保存 
iA, 

2) 洗 胶 : 倒 去 固定 液 , 用 dd Hz; O 3.25 26: ,90 r/min 振荡 10min。 从 水 中 取出 凝 胶 , 紧 
SL dA Mb 10 一 20s, 使 水 流 尽 。 

3) 凝 胶 染 色 : 将 凝 胶 转 移 至 染色 溶液 90 r/min 振荡 30min, 

4) 洗 胶 :从 染色 溶液 中 取出 胶 板 放 入 ddH? O PRA 4s。 

5) EP: 在 10C 预 冷 好 的 显影 液 中 加 入 37% 甲 醛 3ml 和 10mg/ml Na; S0; 40041, 3t 
洗 后 的 凝 胶 立 即 放 入 显影 液 中 ,90 r/min 充分 振荡 ,直至 条 带 全 部 显现 。 

6) 固定 凝 胶 : 将 固定 液 (10% 醋 酸 溶 液 ) ,直接 倒 入 显影 液 中 ,固定 5min, 终 止 显 色 。 然 
后 用 ddH; O 漂洗 2min。 

(2) EB 染色 : 将 凝 胶 放 入 EB 染色 液 中 染色 30 min, 

4. 拍照 ,分 析 。 


9 重要 的 数据 库 和 互联 网 资源 


在 互联 网 上 有 许多 有 关 真 菌 基因 型 分 析 的 数据 库 资源 , 表 1-9 列 出 了 一 些 重 要 的 
网 址 。 


表 1-9 真菌 基因 型 分 析 中 用 到 的 重要 网 址 


网 址 描述 

引物 设计 

http: / /research. nwfsc. noaa. gov/protocols/olig-oTMcalc. htm] ”决定 引物 溶解 温度 的 基本 计算 及 分 子 生物 学 操作 技术 
http://www. basic. nwu. edu/biotools/oligocalc. html 复杂 计算 并 附 有 计算 说 明 

http://dmg. nott. ac. uk/molbio/primer. html 根据 蛋白 质 或 DNA 序列 进行 引物 设计 

引物 资源 

http://www. botany. duke. edu/fungi/mycolab/primers. htmr DNA 的 引物 资源 

http: //plantbio. berkeley. edu/ ~ bruns/primers. htmr DNA 的 引物 资源 

分 子 生物 学 技术 

http: / /molbio. info. nih. gov/molbio/desk. htm! 许多 分 子 生 物 学 链接 

http://www. horizonpress. com/gateway Ar TEE .微生物 学 .生物 化 学 互联 网 资源 
http://www. nwísc. noaa. gov/protocals. html DNA,RNA 以 及 和 蛋白质 的 分 析 方 法 
基因 组 数据 库 

http: / /rrna. uia. ac. be/ Rrna 网 络 资源 

http://www. cme. msu. edu/RDP/html/index. html 核糖 体 数据 库 项 目 


http://www. genome. ad. jp/ 基因 组 网 络 资源 
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SU 
网 址 描述 
http://www. embl-heidelbeg. de/ EMBL 分 子 生 物 学 实验 室 
www. ncbi. nih. gov Genbank 基因 组 数据 库 和 搜索 引擎 
系统 发 育 分 析 
http://evolution. Genetics. Washington. edu/phylip. html Phylip 首页 及 系统 发 育 分 析 软 件 链接 
http: //herbaria. harvard. edu/treebase/index. html 系统 学 知识 数据 库 
一 般 性 数据 库 
http://clue. genome. ad. jp/ 遗传 分 析 链 接 
http://www. ebi. ac. uk/biocat/ 欧洲 生物 信息 学 研究 所 
http: / /iubio. bio. indiana. edu/ 生物 学 数据 库 和 分 析 软 件 


http://www. keil. ukans. edu/ ~fungi/ 真菌 资源 -基础 .链接 .基因 组 测序 计划 
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1 概述 


能 否 从 真菌 细胞 中 提取 到 纯 的 .大 量 的 DNA 和 RNA 决定 着 丝 状 真菌 分 子 生物 学 研究 
的 进展 速度 。 虽 然 科研 人 员 已 经 想到 了 很 多 从 真 核 细 胞 中 提取 基因 组 DNA 和 RNA 的 方 
法 ,许多 提取 纯化 DNA 和 RNA 的 试剂 盒 也 被 相继 开发 出 来 ,然而 ,很 多 提取 纯化 的 方法 还 
只 适用 于 模式 生物 的 细胞 , 比如 酵母 . 果 蝇 和 人 类 细胞 。 具 体 应 用 于 丝 状 真菌 的 提取 DNA 
和 RNA 的 方法 还 不 多 ,许多 真菌 的 分 子 生 物 学 研究 难以 深入 进行 ,其 中 的 重要 原因 就 是 不 
能 获得 高 质量 的 DNA 和 RNA, 

本 章 提供 了 几 种 有 效 提取 丝 状 真菌 DNA 和 RNA 的 方法 ,通过 这 些 方法 获得 的 DNA 
可 以 用 于 酶 切 .琼脂 糖 凝 胶 电泳 Southern 印迹 杂交 ,也 可 以 用 作 聚 合 酶 链 反 应 (PCR) 的 模 
板 及 用 于 构建 基因 组 DNA. 的 噬菌体 文库 。RNA 可 以 用 于 Northern 分 析 、RT-PCR 和 
cDNA 文库 的 构建 。 这 些 方法 针对 不 同 的 材料 有 所 改变 ,但 是 可 以 应 用 于 大 多 数 实验 室 材 
料 的 研究 。 


2 基因 组 DNA 的 分 离 


真 核 细胞 的 DNA 主要 存在 于 细胞 核 中 ,与 蛋白 质 结 合 构成 大 小 不 一 的 染色 体 。 提 取 
丝 状 真菌 的 基因 组 DNA. 首先 要 破碎 细胞 ,使 DNA 释放 出 来 ,接着 用 化 学 的 或 者 酶 学 的 方 
法 去 除 蛋 白质 .RNA 以 及 其 他 的 大 分 子 。 丝 状 真菌 的 细胞 壁 含有 复杂 的 多 糖 物质 , 菌 丝 通 
常 产 生 色素 ,因此 常常 导致 制备 的 染色 体 DNA 样品 中 不 同 程度 地 带 有 少量 的 多 糖 /色素 以 
及 成 分 不 同 的 胞 壁 物质 。 这 些 物质 的 存在 会 影响 染色 体 DNA 的 限制 性 内 切 酶 酶 切 , 连 接 
以 及 PCR 反应 的 进行 。 目 前 使 用 的 真菌 染色 体 DNA 的 提取 方法 大 体 相似 ,差别 主要 在 细 
胞 壁 的 破碎 方法 。 常 用 的 破 壁 方法 有 冷冻 /干燥 菌 丝 研磨 法 , 酶 解 形成 原生 质 体 法 ,玻璃 珠 
机 械 破 壁 法 及 氯 化 茶 法 等 。 然 后 ,以 含 高 浓度 EDTA 的 SDS 溶液 破裂 细胞 膜 , 再 以 酚 / 毛 
仿 / 异 友 醇 抽 提 去 除 蛋白 ,用 乙醇 沉淀 DNA。 为 了 得 到 高 质量 的 DNA 样品 ,还 要 进一步 地 
进行 超速 离心 或 柱 色 谱 等 处 理 。 


2.1 CTAB 法 提取 真菌 基因 组 DNA 


从 丝 状 真菌 中 提取 高 质量 的 核酸 ,经 常会 遇 到 样品 中 有 大 量 多 糖 存在 的 问题 ,影响 核 
酸 的 产量 和 后 续 的 酶 学 操作 。CTAB 被 广泛 应 用 于 制备 纯化 DNA。CTAB( 十 六 烷 基 三 甲 
基 省 化 铵 ) 是 一 种 阳离子 去 污 剂 ,具有 从 低 离子 强度 的 溶液 中 沉淀 核酸 和 酸性 多 聚 糖 的 特 
性 。 在 这 种 条 件 下 ,和 蛋白质 和 多 糖 仍 留 在 溶液 里 。 在 高 离子 强度 的 溶液 里 ,CTAB 与 蛋白 
质 和 多 糖 形 成 复合 物 , 不 能 沉淀 核酸 。 因 此 ,在 高 离子 强度 (二 0.7mol/L NaCl) 条 件 下 ,用 
CTAB 处 理 破 碎 的 真菌 细胞 ,使 DNA 释放 到 溶液 中 , 经 过 连续 的 酚 和 和 氯仿 抽 提 去 除 
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CTAB/ 多 糖 /和 蛋白质 复合 物 , 用 异 丙 醇 / 无 水 乙醇 沉淀 上 清 液 即 可 获得 基因 组 DNA。 这 种 
方法 (方案 1) 已 经 在 我 们 实验 室 广 泛 应 用 ,已 经 成 功 地 提取 了 很 多 真菌 的 基因 组 DNA, 例 
in, ERA (Magnaporthe grisea ) , Wl J] H (Fusarium alternaria ) , "E56 H (Chaetomium 
globosum) , Ek t& Kk 8$ WR (Trichoderma viride), 


方案 1 CTAB 法 提取 真菌 基因 组 DNA 


试剂 : 

1. CATB 抽 提 缓冲 液 (500ml) 

CTAB 2% 10g 
Tris 碱 100mmol/L 6. 06g 
EDTA lO0mmol/L 1. 46g 
NaCl 0. 7mol/L 20. 5g 


2. CIA O/A XR 24 : 1(V/V), 

i£ ; CTAB-Hexadecytrimethylammonium Bromide (Sigma # H-5882) (3E 8j F 78 - i$ 
剂 ,十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 ) 

方法 与 步骤 : 

l. 把 菌 丝 样品 放 入 盛 有 10 一 20ml Æ Si 89 3R Eb , Pei SR HO UB. 

2. 把 菌 丝 粉 末 移 入 50ml 离心 管 中 , 加 入 4ml 65C CTAB 抽 提 液 ,35 4 , & E X ,65'C 
温 育 30min, 每 隔 10min A49 35 5) — x, 
. 22 3 一 4ml CIA, 开 盖 , 在 通风 柜 中 放 1 一 2min( 放 气 ) 。 
. 盖 盖 ,在 摇 床 上 轻 轻 混合 15 一 20min。 
. 4 000—5 000r/min,4'C ,离心 5min, 
,仔细 回收 水 (上 ) 相 于 离心 管 中 。 水 相 再 用 CIA € 3 383€ 1 次 。 
. 在 水 相 中 加 入 等 体积 的 异 丙 醇 , 轻 轻 颠 倒 混 匀 数 次 。 
. 33 € 5min, 沉 淀 核酸 。 
. 10 000r/min,4'C ,离心 10min( 斜 角 离 心 ) 。 

10. 轻 轻 倒 出 上 清 液 ,将 离心 管 倒 扣 在 滤纸 上 排 干 水 分 , 约 5min。 

11. 用 300pl ddH;O € €i, 

12. 移入 eppendorf 离心 管 中 , 用 1/10 体积 的 3mol/L 乙酸 钠 (NaAc)[ 或 7.5mol/L 乙 
Bik AmmAc(1/2 体积 )] 和 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 重 沉 淀 核酸 。 

13. —20'C4* € 10min。13 000r/min ,离心 20min, 

14. 用 70% CER 2E XR P 1 次 ,13 000r/min, 室温 ,离心 5min。 

15. 抽 真 空 干燥 ,20 一 40min。 

16. 用 25—100,u1 的 TE + RNase 重 悬 (室温 , 几 小 时 )。 注 意 :此 时 不 能 摇动 , 以免 基 
因 组 DNA 断裂 。 


2.2 SAU (benzyl chloride) 法 提取 真菌 基因 组 DNA 
所 化 休 具有 裂解 和 抽 提 两 种 功能 ,提取 的 DNA 可 用 于 PCR 等 研究 (图 2-1) 。 
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方案 2 4t X benzyl chloride) 法 提取 真菌 基因 组 DNA 


试剂 : 

1. 0. 5mol/L Tris-HCI(pH 9.0) 在 80ml 水 中 加 入 6.055 2# V X SX T5 CTris, 
溶解 后 用 1mol/L HCI H pH9. 0, 加 水 定 容 至 100ml, 灭 菌 备用 。 

2.0. 5mol/L EDTA(pH 8.0) 在 80ml 水 中 加 入 18.61g G, — vy C, M — 4 (Na; 。 
EDTA:。2H2O) ,用 NaOH( 约 2g) 调 pH8.0, 加 水 定 容 至 100ml, 灭 菌 备 用 。 

3.10% SDSCpH7. 2) 在 90ml 水 中 加 入 10g 电泳 级 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS) , m 34 €. 
68C 助 溶 , 用 0. 1mol/L NaOH 调 pH7. 2, 加 水 定 容 至 100ml, 无 须 灭 菌 。 

4. 3mol/L NaAc(pH5. 2) 在 50ml 水 中 溶解 24. 609g 无 水 乙酸 钠 (NaAc) ,用 冰 醋 酸 
调 pH5. 2, 加 水 定 容 至 100ml, 灭 菌 备 用 。 

5. 提取 液 (100mmol/L Tris-HC1, pH9. 0; 40mmol/L EDTA,pH8.0) Æ 60ml 水 中 
加 入 20ml 0. 5mol/L Tris-HCl CpH9. 0) 和 8ml 0. 5mol/L EDTA (CpH8. 0), 加 水 定 容 
至 100ml, 

6. TE 缓冲 液 (10mmol/L Tris-HCl, pH8. 0; 1mmol/L EDTA,pH8.0) 在 80ml 水 中 
加 入 2ml 0. 5mol/L Tris-HC1(pH9. 0) 和 0. 2ml 0. 5mol/L EDTA(pH8. 0) ,用 1mol/L HC! 
38 pH8. 0, 加 水 定 容 至 100ml, X 16 fi £i-T- A'Cok AP, 

Aik5SXN. 

l. 1. 5ml 离心 管 中 加 入 已 用 液 氮 研磨 的 菌 粉 100mg 和 500pl 提取 液 (100mmol/L 
Tris- HCl, pH9. 0;40mmol/L EDTA,pHS8. 0) ,振荡 使 之 充分 混合 (或 涡 旋 15 一 20s) 。 

2. 加 入 100pl 10% SDS、300Hl KALF, HAHA ,使 管内 混合 物 呈 乳 状 (或 涡 旋 30s) 。 

3. 50'C4&i& 1h, 每 隔 IOmin 振荡 混 匀 1 次 。 

4. 加 入 300pl 3mol/L NaAc(pH 5. 2), 混 匀 ，, 冰 浴 15min( 或 4C 放 置 20min) 。 

5. 11 000r/min 室 心 15min 后 取 上 清 液 。 

6. 加 入 650g] CIA, PEPETA 15—20min, 11 000r/min 离心 15min 后 取 上 清 液 。 

7. 加 入 700ul CIA, 在 摇 床 上 轻 轻 混合 15— 20min, 11 000r/min 离心 15min ERE 


8. 加 入 等 体积 异 丙 酵 , 颠 倒 混 合 , 室 温 或 4 僻静 置 1Omiin, 
9. 12 000r/min 室温 离心 10min, 弃 上 清 液 。 

10. 沉淀 用 500ul 70% 乙醇 溶液 洗 
1 次 ,12 000r/min 离心 5min, ġġ TER T 
e200 TE vr CEREX€2—3h & (CAES 
夜 )。 

11. 2» RNaseCl0Opg/pD1pl, 36 5) 37°C 
保温 30min, 

12. 加 入 1/10 体积 的 3mol/L NaAc 
(pH 5. 2) e 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 ,颠倒 混 
4-, —20'C 3k €. 10min。 

图 2-1 毛 化 茶 法 提取 几 种 真菌 基因 组 DNA 的 电泳 13. 12 000r/min 室温 离心 10min, Æ 
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上 清 液 。 
14. 沉淀 用 70% 乙 醇 溶 液 洗 1 k, tk TET 50ul TE 中 (4C 放 置 过 夜 )。 一 20C 保 存 
备用 (图 2-1). 


2.3 分 离 高 分 子 量 的 DNA 


双 链 DNA 是 非常 惰性 的 化 学 物质 ,在 化 学 上 是 稳定 的 ,但 是 它 在 物理 上 是 易 碎 的 。 高 
分 子 量 的 DNA, 长 而 弯曲 , 仅 具 有 轻微 的 侧 向 稳定 性 ,因而 容易 受到 轻微 的 流体 剪 切 力 的 伤 
害 。DNA 分 子 越 长 ,断裂 前 切 所 需 的 力 越 弱 。 因 此 ,基因 组 DNA 容易 成 片段 地 获得 ,所 需 
分 析 质 量 越 大 ,获得 的 难度 也 相应 增加 。 大 于 150kb 的 DNA 分 子 易于 被 常规 分 离 基 因 组 
DNA 过 程 中 产生 的 力 切 断 。 对 于 大 多 数 的 丝 状 真菌 ,普通 的 CTAB 方法 已 经 可 以 满足 试 
验 的 需要 ,但 是 ,对 于 基因 组 文库 如 cosmid 文库 的 构建 ,需要 更 大 分 子 质量 的 基因 组 DNA。 


方案 3 丝 状 真菌 总 DNA 的 分 离 


设备 与 试剂 : 

l. Dounce 匀 浆 器 , 韦 友 搅拌 器 一 搅拌 杯 ( 一 70C 预 冷 ) ,玻璃 珠 烧 杯 。 

2. 洗涤 Miracloth( 一 种 半 透 膜 ) 将 一 定 大 小 的 Miracloth 在 ddH;O 中 浸泡 , 折 登 。 
用 10mmol/L EDTA 者 3 次 ,再 在 ddH:O 中 都 4 次 , 冻 干 。 放 入 70% 乙 醇 溶液 中 4 人 保存。 

3. 酸 洗涤 玻璃 珠 ( 直 径 大 小 约 为 300km) 。 

4. 10X SSE( 按 500ml 配制 ) — lOmmol/L 亚 精 胺 -HCl, 1.0mol/L KCl, 100mmol/L 
EDTA,100mmol/L Tris-HCI(pH 7. 0) —20'C 4€ 7, 

5. PMSFCÁL S BEY X)  100mmol/L PMSF, 用 95% 乙醇 溶液 10ml 溶解 0. 871g 
PMSF, —20'C AX, 

6. 0. 5XSSE(1L) 100ml 的 10X SSE 3k, 1ml g-5&k X 7, 8€, 10ml 100mmol/L PMSF 
(0. 871g $T 9506 LRR F 2,171. 2g 蔗糖 , 现 配 现 用 。 

7. 4L ddH;O AC Ho, 

8. TNE 1l0mmol/L Tris-HCl pH 7. 6,15mmol/L NaCl,1mmol/L EDTA, 

9. 2006 CW/ V) T= N- 甲 基 甘 氨 酸 ( 钠 盐 ) 20g/100ml H;O, 

方法 与 步骤 : 

1. 从 培养 正中 取出 4cmX4cm 的 菌 丝 块 放 入 装 有 50ml 真菌 液体 培养 基 中 培养 ,并 将 
其 装 在 有 10ml 的 搅拌 器 富 集 生 长 培养 基 中 破碎 , 倒 入 250ml 三 角 瓶 中 ,加 入 约 50ml 培养 
基 , 振 荡 培 养 4~5 天 。 将 培养 物 搅 碎 然 后 分 别 接 入 4 个 装 有 500ml 培养 基 的 1L 的 三 角 瓶 
中 。24 人 振荡 培养 4 一 5 天 。 仔 细 观 察 幼 菌 丝 的 生长 情况 ,因为 幼 菌 丝 最 容易 提取 DNA, 

2. 用 Miracloth 过 滤 培 养 物 ,然后 用 冷 ddH, O 仔细 洗涤 。 用 2 层 Miracloth 轻 轻 挤 压 
以 便 除 去 菌 丝 周围 的 多 糖 黏 液 。 用 吸水 纸 将 包 在 Miracloth 菌 丝 吸 压 ,干燥 到 能 直接 取出 
为 止 。 

3. 将 菌 丝 放 入 烧杯 中 , 置 于 冰 上 。 缓 慢 加 入 0.5XSSE 缓冲 液 , 不 断 搅拌 (用 小 铲 或 小 
幻 ) 直 至 细胞 不 再 吸收 缓冲 液 为 止 , 此 时 菌 丝 会 聚集 成 一 个 个 湿 团 。 

4. 用 小 勺 将 菌 丝 球 取出 放 入 装 有 液 氮 研 钵 中 ( 预 冷 至 一 70Y) 使 之 结 冰 。 快 速 研磨 ,将 
菌 丝 磨 制 成 小 块 , 一 70C 保 存 备用 。 
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5. 将 韦 氏 搅拌 器 的 不 锈 钢 搅拌 杯 一 70 预 冷 并 将 菌 丝 小 块 转 移 至 其 中 ,快速 研磨 至 粉 
末 状 。 

6. 将 粉末 移 至 不 锈 钢 容 器 中 ,使 其 融化 ,温度 保持 在 0 一 4C 。 不 断 搅 拌 , 用 温度 计 监 控 
温度 。 
7. 将 装 有 玻璃 磁 珠 的 磁力 搅拌 器 在 冰 浴 上 预 冷 。 加 入 融化 的 菌 丝 与 预 冷 的 玻璃 磁 珠 
(一 20 ) 混 合 至 烧杯 满 为 止 。 在 磁力 搅拌 器 周围 用 冰 块 包 训 ,快速 搅拌 3~4 次 ,每 次 30s。 
在 每 次 搅拌 处 理 前 后 仔细 观察 爆裂 程度 。 准 备 过 程 不 能 有 任何 完整 的 菌 丝 碎片 。 

8. 用 2 Æ Miracloth 过 滤 , 将 玻璃 磁 珠 用 冰 的 0.5XSSE 冲洗 。 将 其 体积 加 至 250ml。 
用 大 约 100ml 0. 5XSSE 冲洗 。 

9. 保留 滤液 6 000g 离心 20min。 倒 出 上 清 液 ,沉淀 小 心 移 至 Doune 2 XX Sv. A 
DOUNCE 小 心 重 悬 沉淀 (40ml 新 配制 的 0.5XSSE)。 

10. 轻 轻 倒 出 悬浮 液 至 Oakridge 管 中 后 在 吊 桶 式 转 头 离心 机 中 6 000g 离心 20min, 
加 入 30ml 0. 5XSSE 重 悬 沉淀 再 加 到 Doune 5% 8t, 41%. 

11. 用 Dounce 匀 效 器 加 入 0.5XSSE 冲洗 ,旋转 和 重 悬 2 次 。 这 次 也 含有 0. 2%(V/VD) 的 
Nonidet P40 ,用 来 溶解 线粒体 。 

12. 用 10ml 0. 5XSSE 重 悬 最 终 的 沉淀 (不 要 用 移 液 枪 )。 加 入 20% 十 二 烷 基 N- 甲 基 
甘氨酸 使 得 最 终 浓 度 为 1%% ,小 心 搅拌 ,使 其 温度 升 至 室温 。 溶 液 很 有 黏 性 。 

13. 加 入 蛋白 激酶 民 ( 大 约 0.5g)377C i8 A 1h。 

14. 室温 条 件 下 用 1L 1XTNE 透析 。 转 移 DNA 预备 物 时 要 非常 小 心 以 避免 断裂 。 每 
隔 1 一 1. 5h 换 1 次 透析 液 。 细 胞 碎片 将 开始 在 透析 管 底部 聚集 。 

15. 吊 桶 式 转 头 离心 机 中 4C 8 000g 离心 5min 以 将 DNA 样品 于 细胞 碎片 分 开 。 弃 
沉淀 。 

16. 准备 标准 的 毛 化 钨 梯度 溶液 49%(W/W)。 吉 免 强 光 直 接 照射 以 防止 DNA 降解 。 
47 000g 离心 过 夜 。 

17. 在 不 直接 的 紫外 线 照射 下 用 18 号 计量 针 抽 取 DNA 条 带 。 不 必要 的 情况 下 不 要 增 
加 抽取 体积 。 用 饱和 的 丁 醇 溶液 提取 EB( 可 能 花费 1 天 时 间 )。 在 此 过 程 中 用 箔 包 住 离心 
管 并 且 放 置 在 温和 振动 的 平台 上 。 

18. 透析 DNA 时 换 3 次 1XTNE。 用 分 光 光 度 计 测 量 DNA 的 量 。 浓度 在 300 一 
500ng/pl 范围 内 为 正常 值 。 这 个 过 程 会 得 到 5—10ml 的 DNA, 

19. DNA 可 以 用 异 丙 酵 浓缩 ,如 果 需 要 用 真空 离心 蒸发 浓缩 器 浓缩 。 


2.4 小 量 DNA 的 快速 提取 


对 于 通过 PCR 方法 对 大 量 的 菌株 进行 检测 时 ,快速 而 又 不 相互 交叉 污染 的 小 量 DNA 
提取 方法 非常 重要 。 如 要 检测 同 源 置 换 转 化 子 ,或 者 检测 其 他 外 源 基 因 是 否 已 经 成 功 转 人 
等 。 这 里 介绍 2 种 从 菌 丝 中 快速 提取 DNA 的 方法 ,可 用 于 大 批量 菌株 的 PCR, 

方案 4 利用 固体 平板 培养 菌株 ,可 以 实现 大 批量 菌株 的 DNA. 提取 。Lee 等 在 实验 室 
中 ,用 一 个 直径 为 9cm 的 平板 上 可 以 培养 30 个 菌株 (转化 子 ) ,用 于 小 量 DNA 的 提取 。 培 
养 好 菌落 的 平板 在 A'C 的 冰箱 中 存放 2 个 月 ,还 可 以 进行 DAN 的 提取 。 方案 5 要 液体 培 
养 ,但 质量 相对 较 好 ,还 可 以 用 于 RNA 的 提取 。 
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方案 4 固体 平板 上 菌 小 量 DNA 的 快速 提取 (以 稻 瘟病 菌 为 例 ) 


试剂 : 

提取 液 缓 冲 液 : (lmol/L KCl, 100 mmol/L Tris-HCl, 10mmol/L EDTA); 2-5 B}; 
8096 乙醇 溶液 ;TE 缓冲 液 。 

设备 : 

小 型 手提 电钻 ;研磨 棒 ;1. 5ml 离心 管 。 

方法 与 步骤 : 

l. 准备 菌株 将 真菌 菌株 接种 在 合适 的 固体 培养 基 平 板 上 ,于 适宜 条 件 下 培养 ,至 其 
菌落 直径 达到 lcm éA., ATARA, E CM 固体 培养 基 上 25 记 培养 黑暗 2 一 3 天 。 

2. 准备 反应 管 准备 2 个 系列 的 1.5ml 离心 管 , 第 1 系列 中 加 入 0. 5ml 提取 缓冲 液 ， 
第 2 系列 中 加 入 0. 3ml 2-55, 

3. 收集 菌 体 ” 菌 丝 体 或 者 孢子 都 可 以 用 于 提取 。 用 牙签 在 菌落 表面 刮 取 10 一 20kg 的 
菌 体 材 料 ( 稻 瘟病 菌 约 20 一 40 mm" 1 2E B0 Lac 4 JOXSUR op d 6 S Ev, 

注意 :少量 的 琼脂 培养 基 不 影响 后 续 的 提取 反应 。 不 要 让 菌 体 在 提取 缓冲 液 中 存放 很 
长 时 间 , 有 尽快 进行 后 续 操作 ,有 助 于 提高 DNA 的 质量 。 

4. 机 械 磨 碎 菌 丝 体 用 小 型 的 手提 电钻 研磨 。 将 玻璃 (或 者 塑料 的 ) 研 磨 棒 代 替 电 名 
的 钻头 , 装 到 电钻 上 固定 。 用 电钻 将 菌 体 组 织 轻 轻 压 入 管 底 , 按 动 开关 ,快速 研磨 2s。 不 必 
将 菌 体 研 磨 地 很 完全 。 

为 了 防止 交叉 污染 ,可 以 通过 更 换 研 磨 棒 的 方式 ,或 者 研磨 后 ,将 带 研 磨 棒 的 电钻 插入 
70 为 的 乙醇 溶液 中 ,开动 机 器 2s, 然 后 插入 灭 菌 的 蒸馏 水 中 再 开动 2s, 即 可 用 同一 研磨 棒 处 
理 下 一 样品 。 

注意 :研磨 时 不 要 按 地 太 用 力 , 也 不 要 研磨 超过 5 s, 以 防 发 热 太 多 造成 离心 管 破坏 。 操 
作 要 注意 安全 ,不 能 先 开 机 器 再 插入 离心 管 , 不 能 没有 关闭 机 器 就 将 电钻 离开 离心 管 。 

5. 去 掉 组 织 残片 ”将 离心 管 放 入 离心 机 中 5 000r/min 离心 10min， 直 接 将 上 清 液 转 
移 到 含有 0. 3ml 2- 丙 醇 的 离心 管 中 ( 在 第 2 步 中 已 经 准备 ) 。 弃 去 组 织 残 体 。 

注意 :上 清 液 中 可 能 存在 有 少量 残 体 的 污染 ,但 对 DNA 提取 影响 不 大 ,不 用 去 除 。 

6. Z0 DNA 将 离心 管 上 下 颠倒 几 次 以 将 提取 液 和 2- 两 醇 混 匀 。 然 后 12 000r/min 
离心 10min, 尽 量 去 掉 上 清 液 ,沉淀 用 80% 乙醇 洗 2 次 。 

7. 溶解 DNA 将 离心 管 放 在 37C T 15min 以 蒸发 掉 残 留 的 乙醇 。 然 后 在 管 中 加 入 
50 ul £j ddH;O 或 者 TE, 再 加 入 RNA 酶 (RNase A) 至 终 浓 度 为 10 pyg/ml, 溶 解 DNA, 


方案 5 真菌 小 量 DNA 的 快速 提取 


用 这 种 方法 一 个 人 可 以 提取 100 个 以 上 的 样品 。 

试剂 : 

提取 缓冲 液 配 方 :2% Triton X-100; 1% SDS; 100 mmol/L NaCl; 10 mmol/L Tris- 
HCl,pH 8.0; 1 mmol/L EDTA, pH 8.0, 

方法 与 步骤 : 

l. 在 CM 培养 基 中 加 入 5g/L 的 酵母 提取 物 , 配 成 CMY 液体 培养 基 。 
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2. 将 105 个 真菌 孢子 加 到 含有 2ml CMY 液体 培养 基 的 试管 中 ,合适 温度 下 静止 培养 
16h。 对 于 曲霉 菌 ,培养 温度 为 37T。 
. 过 滤 收 集 菌 丝 , 将 过 滤 后 的 滤纸 夹 在 吸水 纸 中 , 吸 干 菌 丝 表面 的 水 分 。 
. 将 菌 丝 转 移 到 含有 0. 5ml 提取 缓冲 液 的 1. 5ml 离心 管 中 。 
. 将 研磨 棒 安 装 在 小 型 手提 电钻 上 ,用 小 型 手提 电钻 研磨 2s。 
. 加 入 等 体积 的 氯仿 / 异 成 醇 ( 氨 念 : 异 成 酵 二 24 : 1) ,快速 振荡 1min, 
. 12 000r/min 离心 10min。 
. 上 清 液 转 入 一 个 新 的 1. 5ml 离心 管 中 , 加 入 2 倍 体积 预 冷 的 无 水 乙醇 ,上 下 颠倒 混 
匀 数 次 。 

9. ACAK UR EHE T 12 000r/min 离心 10min, 以 沉淀 DNA, 

10. ELAR, mA 7096 C BERE WS, 

11. 重复 步骤 10 一 次 。 

12. 在 无 菌 操作 台 上 开 盖 干燥 min. 

13. 加 入 50 pl 的 ddH; OO DEPC 处 理 的 ) 或 者 TE, 再 加 入 RNA 酶 (RNase A) 至 终 
浓度 为 10 yg/ml, 溶 解 DNA。 

14. 如 果 做 PCR, 加 0. 5 一 1 pl 作为 模板 。 如 果 做 酶 切 , 用 5~10 ul 即 可 。 


3 丝 状 真菌 RNA 的 提取 


要 成 功 地 提取 真 核 生 物 的 RNA, 关键 在 于 尽 可 能 完全 抑制 或 去 除 RNA 酶 的 活性 。 
Trizol 是 一 种 新 型 总 RNA 抽 提 试剂 ,内 含 异 硫 氰 酸 肛 等 物质 ,能 迅速 破碎 细胞 ,抑制 细胞 
释放 出 的 核酸 酶 。 细 胞 在 变性 剂 异 硫 氨 酸 肛 作 用 下 被 裂解 ,同时 核糖 体 上 的 蛋白 变性 , 核 
酸 释放 。 释 放出 来 的 DNA 和 RNA 由 于 在 特定 pH 下 溶解 的 不 同 ,而 分 别 位 于 整个 体系 的 
中 间 相 和 水 相 , 从 而 得 以 分 离 , 经 过 有 机 溶剂 抽 提 、 沉 淀 ,得 到 纯净 RNA, 


4 RNA 的 操作 


分 离 制备 的 RNA 的 质量 可 以 通过 紫外 吸收 值 或 凝 胶 电 泳 检测 。 纯 RNA 的 ODzeo/ 
ODzso 二 2.0, 由 于 材料 和 方法 的 不 同 , 一 般 纯化 的 RNA 的 ODzoo/ODzso 为 1.7 一 2.0, 若 低 于 
此 值 , 则 样品 中 可 能 有 蛋白 质 污染 ,可 以 用 酚 / 氯 仿 抽 提 去 除 ( 抽 提 后 RNA 会 有 损失 ) 。 

用 甲醛 变性 凝 胶 电泳 可 以 分 析 RNA 的 长 度 和 相对 含量 。 如 电泳 发 现 RNA 降解 较 多 ， 
则 表明 在 制备 RNA 的 过 程 中 污染 有 RNA 酶 活性 ,应 该 使 用 各 种 RNA 酶 抑制 剂 ,减少 
RNA 酶 污染 。 要 注意 ,RNA 酶 在 许多 抑制 剂 存在 的 情况 下 ,只 是 暂时 失 活 ,一 旦 抑制 剂 去 
除 , 则 有 可 能 恢复 活性 。 

在 分 子 生物 学 试验 中 , 常 采用 Northern 印迹 技术 和 具有 更 强 灵 敏 度 的 核酸 酶 保护 分 析 法 
定量 检测 基因 表达 的 差异 。 在 Northern 印迹 技术 和 具有 更 强 灵敏 度 的 核酸 酶 保护 分 析 中 , 杂 
交 信 号 的 强 弱 与 样品 中 目的 RNA 的 量 成 正比 。 在 样品 量 有 限 ,或 者 目标 信号 太 少 的 情况 下 ， 
反 转 录 酶 PCRC(RT-PCR) 方 法 显示 出 优越 性 。RT-PCR 的 原理 :提取 组 织 或 细胞 中 的 总 RNA,， 
以 其 中 的 mRNA 作为 模板 ,采用 OligoCdT) 或 随机 引物 利用 反 转 录 酶 反 转录 成 EDNA。 再 以 
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cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,而 获得 目的 基因 或 检测 基因 表达 。RT-PCR 使 RNA 检测 的 灵 
敏 性 提高 了 几 个 数量 级 ,使 一 些 极为 微量 RNA 样品 分 析 成 为 可 能 。 该 技术 可 以 用 于 分 析 基 
因 的 转录 产物 .获取 目的 基因 、 合 成 cDNA 探 针 、 构 建 RNA 高 效 转录 系统 。 


方案 6 Trizol 法 提取 丝 状 真菌 总 RNA 


试剂 :Trizol。 

方法 与 步骤 : 

l. 丝 状 真菌 菌 丝 、 孢子 或 附着 胞 的 收集 和 研磨 ( 约 lg). 

2. 在 1.5ml 离心 管 中 加 入 lml Trizol, 室温 放 置 5min, 使 其 充分 裂解 。 

3. 8 500r/min 离心 5min, 痉 沉淀 。 

4. 按 200p] 氯仿 /ml Trizol 加 入 氨 仿 ,振荡 混 匀 15s, RAE 3min, CR E M 28 2€ 
荡 器 ,以 免 基因 组 DNA 断裂 ) 

5. 4'C 8 500r/min 离心 15min, 

6. 吸取 上 层 水 相 , 转移 至 另 一 离心 管 中 。 

7. 按 0. 5ml 异 丙 醇 /ml Trizol AR 7j 83352] ,室温 放置 10min 。 

8. 4'C 8 500r/min 离心 lO0min, J- LÄR, RNA 沉 于 管 底 。 

9. 按 Iml 75% 乙 醇 溶液 /ml Trizol 加 入 75% 乙 醇 溶液 ,温和 振荡 离心 管 ,是 浮沉 淀 。 

10. 4'C 6 500r/min 离心 5min, 尽 量 弃 净 上 清 液 。 

11. 冰 上 晾 千 10min。 

12. 用 适量 DEPC-H:O( 约 1004D 3€ K RNA 样品 。 


方案 7 丝 状 真菌 总 RNA 的 提取 


试剂 : 

1. 提取 缓冲 液 (100ml) 4. 8g PAS(p-aminosalicylic acid, sodium salt; Sigma) ,0. 8g 
TNS(tri-isopropylnaphthalene sulfonic acid, sodium salt; Eastman-Kodak) ,分 别 溶解 2 种 
药品 于 40ml 水 中 ,然后 将 PAS 加 入 TNS 中 ,不 断 搅拌 。 

2. TELS 10mmol/L Tris-HCl PH 7. 6,0. 1mmol/L EDTA,0. 2% SDS. 

3. 5X RNB 1.0mol/L Tris 5, 1. 25mol/L NaCl, 0. 25mol/L EDTA, 。 用 NaOH 调节 
pH8. 5, 一 20 人 保存 。 加 入 20ml 5XRNB 到 PAS-TNS 的 混合 液 中 (PAS= 二 4. 8/6, TNS—0. 8%), 
出 现 浅 褐色 沉淀 ,不 会 影响 缓冲 液 的 使 用 。 将 溶液 放 在 冰 上 , 现 配 现 用 。 

方法 与 步 又: 

l. 收集 菌 丝 , 将 菌 丝 在 液 所 中 磨 成 粉 状 。 

2. 将 磨 好 的 菌 丝 放 入 50ml 离心 管 中 , 加 入 4ml 提取 缓冲 液 和 4ml 酚 / 氨 仿 , 振 荡 
5min, 冰 上 放置 30s, 

3. 4'C,9 650g 离心 10min。 将 水 相 转 移 到 新 的 离心 管 中 , 置 于 冰 上 。 

4. 加 入 Sml 提取 缓冲 液 于 酚 / 气 仿 的 表面 , 混 匀 ,68 人 加 热 5min, 冰 上 冷却 ,离心 ( 同 
3) ,将 水 相 转 移 到 上 一 步 盛 有 水 相 的 离心 管 中 , 混 合 2 次 的 水 相 , 置 于 冰 上 。 

5. 重新 提取 水 相 , 直到 酚 / 氮 念 界面 没有 分 层 。 

6. 缓慢 加 入 0. 25 倍 体 积 的 10mol/L LiCl( 终 浓度 2mol/L) , 冰 上 放 过 夜 。4C ,9 650g 
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离心 15min。 
7. 用 5ml 0. 1mol/L 乙酸 钠 pH6. 0/70% 乙醇 溶液 悬浮 沉淀 ,4C,9 650g 离心 20min。 
8. 重复 步骤 7 一 次 。 
9. 50l TELS &i$20X. wk RNA 用 来 构建 cDNA 文库 ,将 沉淀 用 DEPC 处 理 过 的 
ddH;O X;$, 


方案 8 真菌 总 RNA 的 小 量 提 取 (Trizol 法 ) 


方法 与 步骤 : 

1. 在 CM 培养 基 中 加 入 5g/L 的 酵母 提取 物 , 配 成 CMY 液体 培养 基 。 

2. 将 105 个 真菌 孢子 加 到 含有 2ml CMY 液体 培养 基 的 试管 中 ,合适 温度 下 静止 培养 
16h。 对 于 曲 霍 菌 ,培养 温度 为 37%C。 
. 过 滤 收 集 菌 丝 ,将 过 滤 后 的 滤纸 夹 在 吸水 纸 中 , 吸 干 菌 丝 表面 的 水 分 。 
. 将 菌 丝 转移 到 含有 0. 5ml Trizol 提取 缓冲 液 的 1. 5ml 离心 管 中 。 
. 将 研磨 棒 安 装 在 小 型 手提 电钻 上 ,用 小 型 手提 电钻 研磨 2s。 
， 再 加 入 0. 5ml Trizol 提取 缓冲 液 ,室温 放 置 2 一 5min。 

7. 加 入 0. 2 倍 体积 的 氯仿 / 异 戊 醇 (氯仿 : JEUX —24 : D ,剧烈 振荡 Imin; 室温 放 
X. 2min, 

8. Æ 4'C f] 12000r/min 离心 10min, 

9. 上 清 液 转 入 一 个 新 的 1. 5ml 离心 管 中 , 加 入 did 8 JESER, IST UBL 4 CL, 
室温 放置 10min。 

10. 4 或 者 室温 条 件 下 ,12 000r/min 离心 10min, 以 沉淀 RNA. 

ll. 弃 去 上 清 液 ,加 入 70% 乙 醇 溶 液 (用 DEPC 处 理 的 ddH;O 配制 ) 洗 1 次 。 

12. 重复 步骤 11 一 次 。 

13. 在 无 菌 操作 台 上 开 姜 干燥 2 一 5min, 不 要 很 干燥 。 

14. 加 入 50 pl 的 ddH; OC DEPC 处 理 的 ) 或 者 TECA DEPC 处 理 的 ddH;O 配制 )， 
溶解 RNA, 储 存在 一 80YC 。 
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三 章 ” 丝 状 真菌 的 DNA 转化 
1 概述 


各 种 从 植物 病原 真 获 中 分 离 与 致 病 相关 基因 技术 的 迅速 发 展 ,促进 了 人 们 对 病原 真菌 
致 病 机 理 的 研究 。 在 酵母 .粗糙 脉 孢 霉 (Nexrospora crassa ) Mi S B8 (Aspergillus nidu- 
lans) 转 化 系统 的 建立 以 后 , 丝 状 真菌 遗传 转化 系统 研究 进展 迅速 , 据 不 完全 统计 ,到 目前 为 
止 已 经 在 100 多 种 丝 状 真菌 中 成 功 地 进行 了 转化 试验 。 丝 状 真菌 遗传 转化 系统 的 建立 为 人 
们 从 基因 水 平 研究 丝 状 真菌 的 遗传 背景 和 进一步 的 菌株 改造 提供 了 条 件 , 通 过 转化 把 外 源 
基因 导入 丝 状 真菌 细胞 ,利用 基因 互补 .基因 破坏 和 基因 替换 等 原理 克隆 或 表达 目的 基因 、 
分 析 基 因 的 表达 调控 机 制 乃 至 改造 工业 生产 菌株 。 本 一 章节 主要 介绍 应 用 于 病原 真菌 中 
的 几 种 技术 ,也 可 以 成 为 其 他 真菌 研究 的 有 效 方法 。 大 多 数 的 丝 状 真菌 的 转化 依赖 于 
CaCl -PEG 介 导 的 原生 质 体 转化 ,或 者 是 电击 转化 。 这 两 种 方法 在 转化 前 都 要 求 预先 制备 
原生 质 体 或 者 渗透 敏感 细胞 。 大 多 数 植 物 病原 真菌 都 可 以 利用 聚 乙 二 醇 (PEG) 或 电 转 化 
法 进行 转化 ,但 是 对 于 有 些 真菌 ,其 原生 质 体 难 以 制备 或 者 只 能 够 活体 寄生 ,因此 ,很 难 利 
用 上 述 方 法 转化 。 对 于 这 样 的 真菌 所 采用 的 转化 方法 是 基因 枪 转 化 或 农 杆菌 介 导 转化 
方法 。 


“2 选择 性 标记 和 转化 载体 


2.1 选择 性 标记 

遗传 转化 通常 是 稀有 事件 ,因此 从 大 量 的 未 转化 细胞 (原生 质 体 ) 背 景 中 筛选 转化 子 必 
须 依 赖 于 可 供 选择 转化 子 的 遗传 标记 。 丝 状 真菌 的 转化 载体 一 般 都 是 以 细菌 来 源 的 质粒 
为 基础 构建 的 载体 。 由 于 这 些 载体 要 在 原核 细胞 和 真 核 细 胞 中 扩 增 乃至 表达 目的 基因 ,为 
便于 基因 操作 常 把 一 些 选择 性 标记 基因 构建 在 载体 上 上。 常见 的 选择 性 标记 主要 有 三 类 : 
QD 营 养 缺 陷 型 标记 基因 ,通过 转 入 的 标记 基因 与 受 体 细胞 突变 基因 互补 ,使 受 体 细胞 表现 
野生 型 生长 ;@@ 药 物 抗 性 标记 基因 ,基因 的 转 人 可 以 使 受 体 细 胞 在 一 定 的 药物 浓度 下 生长 ， 
表现 出 药物 抗 性 ;G 标 记 基 因 具 有 与 受 体 细胞 染色 体 同 源 的 序列 ,可 以 插 人 受 体 细胞 染色 
体 上 的 特定 位 点 ,从 而 破坏 该 位 点 附近 基因 的 表达 而 产生 突变 表 型 。 


2.1.1 营养 缺陷 型 标记 


最 初 转化 的 丝 状 真菌 多 是 利用 营养 缺陷 型 菌株 而 进行 的 ,通过 将 野生 型 等 位 基因 转移 
到 相应 的 营养 缺陷 型 菌株 中 ,在 基本 培养 基 中 筛选 原 养 型 生长 菌落 而 得 到 转化 子 。 常 被 用 
作 丝 状 真菌 转化 的 选择 性 标记 基因 有 :来 自 N. crassa 的 编码 乳 清 酸 核 背 -5'- 磷 酸 脱羧 酶 的 
pyr4 基因 ,编码 色 氢 酸 生 物 合成 酶 的 trol 基因 ,编码 NADP 特异 性 谷 氨 酸 脱 氢 酶 的 am 
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基因 ;来 自 A. nidulans 编码 乙酰 胺 酶 的 aads 基因 ,类 似 于 Meurospora trp-1 基因 的 trpC 
基因 ,编码 乌 氨 酸 氨 甲 酰基 转移 酶 的 arg B 基因 ,类 似 于 Neurospora 的 pyr-4 的 pyrG 基 
因 , 编码 硝酸 盐 还 原 酶 的 niaD 基因 ;来 自 A. niger 和 Penicillium chrysogenum 的 trpC 基 
KKA A. oryzae Ill P. chrysogenum 的 pyrG 基因 。 以 上 这 些 选 择 性 标记 可 以 用 于 不 同 
种 丝 状 真菌 之 间 的 转化 ,因此 只 要 有 合适 的 营养 缺陷 型 受 体 菌 ,寻找 一 种 较 好 的 营养 缺陷 
型 标记 是 完全 可 能 的 。 


2.1.2 药物 抗 性 标记 


在 大 多 数 丝 状 真菌 中 难以 获得 适宜 的 营养 缺陷 型 菌株 ,并 且 高 产 菌株 中 的 任何 正 向 突 
变 均 具有 无 法 控制 的 副作用 ,并 最 终 降 低产 量 , 这 自然 妨碍 了 利用 遗传 工程 改良 菌株 ,限制 
了 这 一 选择 性 标记 的 应 用 范围 。 因 此 ,利用 不 需要 相应 突变 型 菌株 的 显 性 标记 (药物 或 抗 
生 素 抗 性 ) 进 行 遗传 转化 尤为 重要 。 

目前 常用 的 药物 抗 性 标记 有 :来 自 N. crassa. 的 编码 葵 菌 灵 抗 性 的 Bml 基因 ;来 自 
A. niger 的 编码 寡 霉 素 抗 性 的 ojiC 基因 ;另外 还 有 来 自 细菌 的 潮 霉 素 抗 性 基因 (五 ygBr)， 
博 来 霉 素 抗 性 基因 ,G418 抗 性 基因 (Neor) , 腐 草 霉 素 抗 性 基因 以 及 氨基 糖苷 类 ,大 环 内 了 酯 
类 ,金属 糖 肽 类 抗生素 抗 性 基因 等 。 


2.1.3 致 突 型 或 建立 特殊 代谢 途径 的 标记 

通常 携带 有 受 体 菌 基因 片段 的 质粒 可 以 通过 同 源 重组 整合 到 受 体 菌 的 染色 体 上 ,造成 
染色 体 上 部 分 基因 功能 的 缺失 ,从 而 产生 突变 。 以 此 作为 选择 性 标记 已 经 被 用 于 丝 状 真 菌 
的 转化 试验 中 。 如 携带 有 A. nidulans 的 pryG 基因 的 部 分 片段 的 质粒 ,转化 A. nidulans 
可 以 造成 乳 清 酸 核 苷 -5 -磷酸 脱羧 酶 功能 的 缺失 。 因 此 ,转化 子 可 以 通过 5- 氟 乳 清 酸 抗 性 
进行 选择 。 另 外 ,在 A. nidulans 的 转化 中 还 使 用 了 可 以 破坏 目的 基因 (yA A wA ) 功 能 的 


选择 性 标记 。 也 可 采用 建立 特殊 代谢 途径 的 方法 :如 利用 来 自 A， nidulans ff] amdS 基因 ， 
在 以 乙酰 胺 为 唯一 氨 源 的 培养 基 上 筛选 转化 子 。 


2.1.4 共 转 化 


当 受 体 细 胞 与 不 同 的 基因 片段 同时 混合 时 ,细胞 在 很 大 程度 上 会 同时 吸收 这 些 基因 片 
段 ,此 现象 即 为 共 转 化 。 因 此 , 当 转 化 基因 不 易 被 直接 检测 时 可 以 把 它 与 一 个 易于 检测 的 
选择 性 标记 进行 共 转化 。1985 年 ,Wernars 等 在 A. nidulans 中 成 功 地 进行 了 共 转 化 试验 。 
1987 年 ,Penttila 等 通过 实验 证 明 : 用 无 选择 性 标记 的 DNA 与 具 选 择 性 标记 的 质粒 DNA 
进行 共 转 化 时 ,其 共 转 化 频率 可 高 达 80% 。 


2.2 转化 载体 


丝 状 真菌 的 转化 载体 通常 有 两 种 :自主 复制 型 载体 和 整合 型 载体 。 前 者 的 转化 DNA 
进入 寄主 细胞 后 ,可 独立 存在 于 寄主 细胞 核 染色 体外 ,不 与 寄主 染色 体 整 合 ,此 种 载体 上 带 
有 真 核 系统 特异 的 复制 起 点 ,因此 ,可 以 在 受 体 细胞 中 自主 复制 形成 多 拷贝 。 但 是 ,这 种 载 
体 不 稳定 ,在 没有 选择 压力 的 条 件 下 容易 丢失 。 后 者 在 寄主 细胞 内 不 能 单独 存在 , 它 必须 
与 寄主 染色 体 整 合 , 随 着 细胞 分 裂 而 平均 分 配 到 子 代 细 胞 中 , 随 寄主 染色 体 一 道 复制 。 因 
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此 ,整合 型 载体 要 比 自主 复制 型 载体 稳定 的 多 。 

自主 复制 型 载体 多 存在 于 细菌 和 酵母 中 ,在 丝 状 真菌 中 发 现 的 不 多 , 仅 有 几 例 , 且 多 存 
在 于 线粒体 中 。 酵 母 的 自主 复制 型 载体 通常 含有 2p 质粒 序列 , 它 可 以 使 载体 稳定 存在 于 
宿主 细胞 中 。 令 人 遗憾 的 是 酵母 2 序列 在 丝 状 真菌 中 不 能 发 挥 作用 。 但 可 以 考虑 利用 丝 
状 真菌 的 线粒体 质粒 构建 自主 复制 型 载体 。 

目前 , 丝 状 真菌 的 转化 大 多 为 整合 型 转化 ,因此 ,整合 型 载体 在 丝 状 真 菌 转化 中 占有 极 
其 重要 的 地 位 。 整 合 型 载体 主要 通过 同 源 重 组 和 非 同 源 重组 两 种 方式 整合 到 丝 状 真菌 的 
染色 体 上 。Southern 印迹 杂交 表明 , 同 源 重组 产生 2 种 类 型 的 转化 子 , 一 种 是 载体 DNA 与 
染色 体 DNA 发 生 单 交 换 , 导 致 目的 基因 与 染色 体 基因 的 连锁 。 另 一 种 是 载体 DNA 与 染色 
E DNA 发 生 双 交换 ,其 结果 是 致使 染色 体 基 因 被 目的 基因 所 取代 , 即 发 生 了 基因 取代 现 
象 。 非 同 源 重组 常 产生 多 位 点 多 拷贝 整合 的 转化 子 , 目 的 基因 在 染色 体 上 形成 不 连锁 的 重 
复 。 若 要 鉴定 转化 DNA 与 同 源 染 色 体 的 特异 位 点 是 否 连 锁 , 可 通过 转化 子 与 野生 型 杂交 ， 
分 析 杂 交 子 代 。 当 整合 DNA 与 同 源 位 点 紧密 连锁 时 ,杂交 子 代 中 缺乏 或 以 非常 低 的 频率 
出 现 非 转 化 的 突变 型 ,而 非 紧 密 连 锁 可 得 到 25% 的 这 种 突变 型 。 丝 状 真 菌 的 转化 多 数 为 同 

整合 ,但 是 非 同 源 整 合 也 占有 一 定 的 比例 ,两 者 的 比例 与 受 体 菌 和 转化 载体 有 关 。 


3 待 转化 DNA 的 质量 


一 般 来 说 ,用 于 丝 状 真菌 转化 的 DNA. 质量 要 好 ,我 们 习惯 于 用 氯 化 铅 梯度 纯化 DNA 
或 者 是 商业 提供 的 DNA 制备 试剂 盒 ,例如 ,Qiagen DNA 纯化 试剂 盒 。 普 通 碱 法 裂解 获得 
的 DNA 不 能 够 满足 转化 的 需要 。 


4 DNA 的 进入 


DNA 以 很 多 形式 进 和 真菌。 真菌 的 细胞 壁 阻碍 外 源 DNA 的 摄 人 , 必须 去 除 真 菌 的 细 
胞 壁 或 者 是 通过 电击 .粒子 束 技术 使 外 源 DNA 进入 ,或 者 用 农 杆菌 介 导 的 方法 。 传 统 的 方 
法 依赖 于 PEG 介 导 使 真菌 摄 人 外 源 DNA, 现在 又 有 很 多 新 的 方法 ,以 下 分 别 了 予以 介绍 。 


4.1 原生 质 体 的 形成 


4.1.1 真菌 细胞 壁 的 消解 


原生 质 体 技术 可 以 利用 原生 质 体 无 壁 的 特点 ,直接 摄取 外 源 DNA 或 细胞 器 , 又 能 与 异 
种 原生 质 体 融 合 而 创造 新 的 体 细胞 杂种 ,大 大 地 提高 了 育种 效率 。 原 生 质 体 是 除去 细胞 壁 
的 真菌 细胞 ,但 仍 保持 完整 细胞 的 遗传 特性 及 生理 .生化 特性 ,在 适当 的 条 件 下 仍 能 再 生 细 
胞 壁 ,并 恢复 成 完整 细胞 。 真 菌 细胞 由 结实 的 细胞 壁 包围 ,细胞 壁 的 主要 成 分 为 已 糖 或 氨 
基 己 糖 构成 的 多 糖 , 如 几 丁 质 、 脱 己 酰 几 丁 质 、 纤 维 素 、 葡 聚 糖 等 ,此 外 还 有 和 蛋白质、 无 机 盐 
等 。 各 真菌 类 群 间 细胞 壁 成 分 差异 很 大 ,根据 真菌 细胞 壁 成 分 ,通常 采用 相应 的 酶 来 裂解 
细胞 壁 制 备 原生 质 体 ,目前 酶 解 真菌 细胞 壁 效 果 较 好 的 酶 有 Novozyme234 和 真菌 溶 壁 酶 
Lywallzyme, 均 为 木 霉 菌 中 提取 的 混合 酶 ,采用 单一 酶 或 者 与 其 他 酶 结合 使 用 ,如 drislase、 
蜗牛 酶 和 纤维 素 酶 等 ,来 制备 符合 转化 需要 的 原生 质 体 (图 3-1). 
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4.1.2 原生 质 体 的 渗透 压 


原生 质 体 的 制备 一 定 要 在 渗透 压 稳 渗 剂 
中 进行 , 稳 渗 剂 包 括 无 机 盐 类 和 有 机 糖 醇 类 ， 
如 0. 5 一 0.7mol/L KCl. MgCl, . (NH);SO,, 
蔗糖 ,0. 8—1mol/L 山梨 醇 或 甘露 醇 等 ,其 中 
以 山梨 醇 最 为 常用 。 根 据 资料 显示 ,不 同 的 
丝 状 真菌 原生 质 体 的 最 佳 制备 条 件 各 有 不 
同 ,如 指 状 青 霉 原 生 质 体 的 制备 ,采用 1% 溶 
BERURI 1. 5 688^ B , DL 0. 7mol/L NaCl 作为 
mE 稳 渗 剂 ; 而 稻 瘟 病菌 则 采用 0.75% Glu- 
图 3-1 称 瘟 病菌 原生 质 体 canex, 以 0. 7mol/L NaCl 作为 稳 渗 剂 。 


4.1.3 起 始 材 料 


菌 龄 . 酶 解 时 间 、 温 度 等 因素 对 原生 质 体 
的 制备 均 有 重要 影响 ,通常 采用 幼 嫩 的 菌 丝 制 备 原生 质 体 , 有 的 菌 种 如 某 些 担子 菌 采用 孢 
子 制备 原生 质 体 。 制 备 的 原生 质 体 需 要 考虑 原生 质 体 释放 量 、 原 生 质 体 再 生 率 及 节约 成 本 
等 因素 来 确定 最 佳 的 制备 条 件 。 


4.2 外 源 DNA 转化 丝 状 真菌 的 原生 质 体 


一 般 认 为 外 源 DNA. 进入 真菌 的 原生 质 体 是 由 于 细胞 的 吞噬 作用 。 在 聚 乙 二 醇 的 介 导 
下 ,外 源 DNA 与 原生 质 体 在 等 渗 溶 液 中 混合 ,在 低温 或 室温 条 件 下 共存 一 定时 间 , 在 细胞 的 
吞噬 作用 下 ,外 源 DNA 进入 真菌 的 原生 质 体 细胞 。 外 源 DNA. 可 以 是 环形 的 质粒 载体 ,也 可 
以 是 线形 DNA 片段 。 一 般 来 讲 ,线形 DNA 比 环形 DNA 的 整合 效率 高 。 在 有 限制 性 酶 存在 
时 ,线形 DNA 的 转化 效率 明显 提高 。 限 制 性 酶 介 导 的 DNA 转化 原生 质 体 的 方法 简称 REMI, 


5 REMI 转化 


REMI 插入 突变 是 在 限制 酶 介 导 下 用 质粒 DNA 转化 真菌 ,通过 质粒 DNA. 的 异 源 准 随 
机 插入 而 使 基因 突变 ,从 而 直接 获得 基因 标记 的 一 项 新 技术 。REMI 插入 突变 的 优点 : 

CD 便于 高 效 快速 地 分 离 目 的 基因 ,突变 体 用 已 知 序列 的 分 子 标签 标记 。 利 用 标签 质 
粒 的 DNA 序列 和 单 拷贝 插入 的 特点 ,可 以 通过 “质粒 拯救 ”, 反 向 PCR. 等 技术 快速 .高效 分 
离 标 记 基 因 。 

(2) 转化 率 较 高 , 现 有 的 报道 普遍 证 明 REMI 可 以 提高 真菌 的 转化 效率 ,在 Asper- 
gillus nidulans 中 转化 效率 可 以 提高 20 一 60 倍 ; Colletotrichum graminicola 转化 效率 提 
高 27 倍 。 

C3) 增加 单 拷贝 插入 的 概率 ,质粒 进入 细胞 后 只 要 没有 整合 到 染色 体 上 就 容易 受 限制 
酶 的 攻击 ,并且 容易 整合 到 染色 体 酶 切 位 点 上 , 若 缺 乏 限 制 酶 ,质粒 DNA 容易 串联 在 一 起 ， 
造成 多 拷贝 整合 。 不 同 的 真菌 研究 系统 ,其 突变 体 的 频率 有 很 大 差异 ,一 般 可 达 0.1% 一 
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0.6%. REMI 插入 突变 对 丝 状 真菌 的 突变 和 基因 标记 是 十 分 有 效 的 ,在 M. grisea 中 已 经 
标记 了 30 多 个 与 产 孢 、 附 着 胞 形成 或 致 病 性 相关 的 基因 。 


方案 1 MÈM A Magna porthe grisea) 原 生 质 体 的 制备 及 转化 


1. 原生 质 体 的 制备 

(1) 活化 Guy-11, 在 CM 平板 上 生长 6 天 左右 ,菌落 直径 约 3cm。 

(2) 切取 两 个 直径 约 3cm 的 菌落 , 置 于 150ml CM 液体 培养 基 中 ,用 的 碎 器 将 其 的 碎 ; 
然后 均匀 分 装 到 两 疾 200ml CM 液体 培养 基 中 ,28'C ,125r/min, 培 养 48h。 

(3) 收集 菌 丝 :4 层 纱布 过 滤 收 集 , 用 无 菌 水 冲洗 两 遍 , 将 水 分 压 干 , 称 湿 菌 丝 的 重量 。 
酶 液 的 配制 :用 0. 7mol/L NaCl 溶解 Glucanex, 酶 液 浓 度 7.5mg/ml, 用 细菌 过 滤器 过 滤 除 
菌 。 酶 液 与 菌 丝 的 比例 为 2 : 1, 即 每 lg 湿 菌 丝 加 入 2ml 的 酶 液 ( 加 入 抗生素 ) 。 

(4) 30C 酶 解 ,80r/min,2 一 3h 。 

以 下 步骤 均 在 4 人 低温 条 件 下 完成 ， 

(5) 取出 酶 解 液 ,0. 7mol/L NaCl 洗涤 ,3 层 擦 镜 纸 过 滤 , 除 去 残渣 ,滤液 收集 到 50ml 
的 离心 管 中 。 

(6) 离心 ,4C ,3 000r/min,10min。 

(7) 用 10 一 20ml STC 巧 浮沉 淀 ,用 枪 头 轻 轻 地 吹 打 ,不 能 太 重 。4C ,3 000r/min, 3j 
lOmin; € À 2 次 。 

(8) 取 适 量 的 STC 悬浮 沉淀 ,使 终 浓 度 为 108 A/m., TR, 4$ 150ul, 转化 或 于 
一 80C 保 存 。 

2. 转化 (室温 或 者 冰 上 ) 

(1) 取 150pl 原生 质 体 , 放 入 50m 离心 管 中 , 加 入 1pl 内 切 酶 ,2ugDNA, 轻 轻 混 匀 , 室 
温 下 放置 25min。 

(2) 逐 滴 加 入 1ml PTC, RI, € i3 3k X 25min, 

(3) 缓慢 加 入 5ml OCM 3 438 JR 3E, $2:524& 52, X T 28'C , 100r/min, d& t4, 

(4). 过 夜 培 养 的 原生 质 体 , 每 管 加 入 含有 200pg/ml 潮 霉 素 的 固体 OCM Top 培养 基 ， 
混 匀 ， 倒 平板 (含有 OCM Bottom) ,每 管 3 个 平板 。 黑 上 暗 ,28% ,培养 。 

(5) 1 周 后 , 挑 取 突 变 子 。 在 含有 300pg/ml 潮 老 素 的 固体 CM 上 再 次 筛选 验证 。 

(6) 将 获得 的 突变 子 , 接 种 到 CM 培养 基 上 ,进行 菌 种 保存 。 


方案 2 £N NS 


l. £ H Chaetomium globosum (CG10) F PDA 平板 上 活化 ,25 包 培养 至 产 *d*gc. 

2. RETETE XUNG SORIA C 3 38 9 M 1m] 0.7% NaCl, 旋 涡 振 荡 粉 碎 。 

3. 孢子 计数 。 取 1X10 个 孢子 于 250ml CM 液体 培养 基 中 培养 ,28C ,180r/min, 344 24h, 

4. 或 者 采取 菌 丝 培养 的 方法 : 毛 壳 菌 菌 丝 的 碎 , 再 接种 于 CM 液体 培养 基 , 加 100pg/ml 和 氢 
"E39 4,28'C,180r/min, 3&3f 12 一 24h 

9. 取 毛 完 菌 培养 液 , 用 3 层 擦 镜 纸 过 滤 。 用 30ml 0. 7mol/L NaCl 冲洗 。 

6. 毛 党 菌 菌 丝 放 入 15ml 酶 液 中 消化 ( 菌 丝 湿 重 g 与 酶 液体 积 ml 之 比 为 1: 1), 使 菌 
丝 分 散 ,30"C ,100r/min, 消 化 3.5 一 4h。( 溶 壁 栈 1]0mg/ml,0. 7mol/L NaCl, 不 调 pH,» dr 
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霉 素 以 抑制 细菌 生长 。) 

7. 用 3 层 擦 镜 纸 过 滤 毛 壳 菌 消化 液 , 用 25ml 0. 7mol/L NaCl(C4C) 冲 洗 , 滤 液 入 50ml 
离心 管 。( 以 下 保持 温度 为 4 。) 

8. 滤 渣 菌 丝 移入 20ml 0. 7mol/L NaCl 中 洗涤 。 用 3 层 擦 镜 纸 过 滤 。 用 20ml 0. 7mol/L 
NaCl 冲洗 ,滤液 倒 入 50ml 离心 管 。 重 复 上 述 洗 涤 2 一 3 次 。 

9. 离心 ,3 O00r/min, 10min, 4'C , 

10. 去 上 清 液 ,加 5ml STC(I. 4mol/L sorbitol, 10mmol/L Tris-HCl pH7. 0, 10mmol/L 
CaCl) ,小 心 混 匀 (可 用 移 液 器 轻 轻 吹 打 )。 

11. 4'C,3 500r/min ,离心 10min。 

12. 去 上 清 液 , 加 5ml STC, 小 心 混 匀 。 

13. 4'C,3 500r/min, 离心 10min。 

14. 去 上 清 液 ,加 lml STC, 小 心 混 匀 。 计 数 。 

15. 用 STC 稀释 至 密度 为 4X10 /ml。 分 装 于 1. 5ml 离心 管 ,每 管 150. 80C RË. 


6 真菌 ATMT 转化 


农 杆 菌 介 导 转化 技术 (ATMT) 在 植物 中 应 用 已 经 有 20 多 年 的 历史 , 近 几 年 ATMT dx 
术 转 化 真菌 的 方法 发 展 起 来 。 到 目前 为 止 已 在 10 多 种 真菌 上 取得 成 功 。 

ATMT 的 优点 是 : 

(1) 受 体 来 源 简单 ,可 以 用 原生 质 体 、 菌 丝 、 孢 子 和 葡 菇 的 菌 初等 ;可 以 用 不 同 生 长 时 期 
的 真菌 作 受 体 , 因 此 ,选择 具有 单 核 的 分 生 孢 子 作为 受 体 可 以 得 到 后 代 不 分 离 的 转化 子 , 避 
免 真菌 菌 丝 的 多 核 所 造成 的 转化 子 不 稳定 的 难题 。 

(2) 得 到 的 转化 子 基因 组 中 插入 比例 高 ,T-DNA 整合 人 染色 体 时 是 随机 的 ,并 且 一 般 
是 单 拷贝 插入 ,有 利于 分 析 标 记 的 基因 ;这 使 得 TDNA 可 以 作为 丝 状 真菌 基因 突变 研究 中 
的 一 个 标记 使 用 ,从 而 使 基因 标记 、 启 动 子 捕获 和 基因 活化 等 研究 可 以 进行 ;同样 也 将 成 为 
真菌 基因 功能 分 析 的 一 个 有 用 工具 。 

(3) 这 一 方法 有 可 能 使 外 源 的 高 分 子 质量 DNA 插 人 真菌 染色 体 中 ,因为 在 植物 细胞 
转化 中 , 农 杆菌 可 转移 150kb 的 外 源 DNA。 


方案 3 感受 态 农 杆 菌 细胞 的 制备 与 转化 


构建 好 的 载体 通过 冻 融 法 转化 到 农 杆 菌 菌 株 AGLI 中 ,用 于 ATMT 转化 。 

1. HRH AARE LB 平板 上 活化 ,然后 转 到 5ml LB 液体 培养 基 中 28 尼 振荡 培养 过 
夜 ( 菌 可 适当 多 加 一 点 ,因为 农 杆 菌 在 LB 中 的 生长 速度 较 慢 ) 。 

2. 转移 2ml 此 培养 液 到 装 有 50ml LB 液体 培养 基 的 三 角 瓶 中 28C 振 荡 培 养 至 ODkw 0. 5—1. 0, 

3. 冰 上 放置 停止 生长 ,4'C ,3 000g 离心 5min。 

4. 沉淀 用 1ml 预 冷 的 20 mmol/L CaCl: 溶液 悬浮 ,分 装 到 预 冷 却 的 离心 管 中 , 每 
管 0. Iml, 

5. 加 1hg 的 DNA 到 上 述 离心 管 中 , 液 氛 中 冷冻 。 

6. 37 人 水 浴 5min 解冻 。 
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7. 加 入 1ml LB 3E 432-3 3. ,28'C &4& 100r/min 培养 2 一 4h。 
8. 将 培养 好 的 菌 液 涂 于 含有 卡 那 霉 素 的 LB 平板 上 ,正面 放置 30min, 待 菌 液 完全 被 培 
养 基 吸收 后 ,倒置 培养 焉 ,28 人 培养 2 一 4 天 。 


方案 4 利用 农 杆菌 转化 真菌 


试剂 : 

农 杆 菌 诱导 培养 基 AM 配方 : 

0. 8 ml 1. 25 mol/L 磷酸 钾 缓 冲 液 pH 4. 8( 用 KH; PO, fe K; HPO, &$]) 

20 ml MN 缓冲 液 (30 g/L MgSO, * 7H;O,15g/L NaCl); 

1 ml 1% CaCl; * 2H; O(W/V); 

10 ml 0.01 % FeSO,CW/V) ; 

5 ml fit X o X Š (spore elements) (100 mg/L ZnSO, * 7H;0,100 mg/L CuSO, * 
H;0,100 mg/L H4BO;,100 mg/L Na; MoO, * 2H;O) GLÆR H); 

2. 5 ml 20% NHNO; (W/V); 

10 ml 50% rib (V/V); 

40 ml 1 mol/L MES pH 5.5( 用 NaOH 38 pH); 

20% 3j Xj JX& CW /V) L. 液体 培养 基 中 加 10 ml, 固体 培养 基 加 5 ml; 

加 水 至 1L, B] 4 3 JR 3E 3o. 1.5% 琼 脂粉 (200mol/L ASH PREA DMSO 配制 )。 

方法 与 步骤 : 

1. 4838350 €) T-DNA 转化 

CD 从 新 鲜 培养 的 LB 平板 ( 含 50g/ml ERER) LE d6i& — JUR AA A 2A 4E T 5ml 
LB 液体 培养 基 ( 含 50ug/ml -F 383E 3 ,200r/min, 28'C it: Gf 

(2) 第 二 天 ,将 200— 400,1 培养 液 转移 到 5m] 含 50g/ml 卡 那 喜 素 的 诱导 液体 培养 基 
(AIM) 中 ,OD 值 约 0. 15,28'C3& J- 5 一 6h 使 ODew 达 到 0. 5—0. 6, 

(3) 稻 瘟 病菌 分 生 孢 子 的 收集 :用 10ml 灭 菌 蒸馏 水 从 培养 大 约 10 天 的 CM 平板 上 洗 
下 稳 羔 病菌 的 分 生 孢 子 ,3 层 控 镜 纸 过 滤 后 用 血球 计数 板 计数 ,并 用 无 菌 水 稀释 孢子 浓度 为 
105 个 /ml。 

(4) 取 100pl 培养 好 的 农 杆 菌 AGL-1( 含 载体 ) 菌 液 和 10001 稀释 好 的 稻 盖 病菌 分 生子 
子 悬 浮 液 混合 ,混合 液 (200pl) 均匀 涂 于 AM 平板 上 的 硝酸 纤维 素 膜 表面 , IM 平板 含 
200umol/L 乙酰 丁香 酮 (AS,acetosyringone) 或 不 含 AS 作为 对 照 ,22 名 培养 48h。 

(5) 将 硝酸 纤维 素 膜 转移 到 含 潮 霉 素 与 抗生素 的 选择 平板 上 ,选择 性 培养 基 中 含 
250pg/ml 3 Æ Chygromycin B)、400pg/ml 3k 3& $ X (cefotaxime), 60ng/ml 4& $ X 
(streptomycin) ,将 平 下 置 于 28C 下 培养 到 转化 子 出 现 。 

(6) 将 转化 子 接种 到 含 100ug/ml 34 X 8 CM 平板 上 再 次 鉴定 。 

2. S£, gei 6) T-DNA 转化 

(1) 从 新 鲜 培养 的 LB 平板 ( 含 50pg/ml 卡 那 零 素 ) 上 挑选 一 农 杆菌 单 菌落 接种 于 5ml 
LB 液体 培养 基 ( 含 50ug/ml EREE), 200r/min, 28'C id A. 

(2) 第 二 天 将 200—400g] 培养 液 转 移 到 5ml A 50ug/ml -F JE p 65 3E e HORA 
CAIM/LB-- AS) Ħ , OD 4& £4 0. 15,28'C3& J- 5—6h 4& OD ik 8] 0. 5 一 0. 6, 
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(3) 球 毛 壳 菌 子 避 孢子 的 收集 :用 5ml 灭 菌 蒸馏 水 从 培养 好 的 PDA 平板 (7 天 /22 X) 
上 洗 下 球 毛 壳 菌 的 子 费 党 ,在 装 有 无 菌 玻 璃 珠 ( 直 径 5mm) 的 试管 中 , 涡 旋 振荡 后 ,3 层 擦 镜 
纸 过 滤 , 用 血球 计数 板 计数 ,并 用 无 菌 水 稀释 到 合适 的 孢子 浓度 (10 一 10' 个 /ml) 。 

(4) 取 100pl 培养 好 的 农 杆 菌 EHA14-5、.C58C1-5( 含 载体 ) 菌 液 和 1005] 稀释 好 的 毛 训 
菌 子 演 孢子 悬浮 液 混 合 ,混合 液 (200p1) 均 匀 涂 于 AM 平板 上 ;或 者 混合 液 (200Hl) 加 入 含 
500ul AIM 液体 培养 基 的 1. 5ml eppendorf 管 中 ,120r/min; 27'C X3&Jf- 48h, 

(5) 在 AM 底板 上 覆盖 一 层 10ml 的 含 氮 喀 磺 隆 与 抗生素 的 选择 平板 ,或 者 将 液体 培 
养 物 与 冷却 至 45 的 选择 性 培养 基 混 合 后 铺 板 。 选 择 性 培养 基 中 含 300 ng/ml ARRE 
(sulfonylrate) ,400 ug/ml X 3& X (cefotaxime) ,60 ug/ml 4& $ X (streptomycin) ,将 平 严 
置 于 25C 下 培养 到 转化 子 出 现 。 

(6) 将 转化 子 接种 到 含 300pg/ml 潮 霉 素 的 CM 平板 上 再 次 鉴定 。 


7 电击 转化 


方案 5 Tapesia yallundae 的 电击 转化 


试剂 : 

Czapek Dox 培养 基 (Oxoid) ,山梨 酵 , Novozyme234, 纱布 。STC:1. 2mol/L 山梨 醇 ， 
10mmol/L Tris-HCl pH7. 4,10mmol/L CaCl, 。 再 生 培 养 基 :1mol/L A2E3&,0. 596 BEA JR JC 
物 ,0. 19628 & B, 

方法 与 步 又: 

1. 收集 10 的 孢子 接种 到 10ml Czapek Dox 培养 基 中 ,18Y ,100r/min, 和 孢子 萌发 过 夜 。 

2. 收集 萌发 的 孢子 ,2 500g, 离心 10min, 用 5ml 预 冷 的 无 菌 水 冲洗 沉淀 1 次 ,然后 用 
5ml 预 冷 的 1mol/L 山梨 酵 洗 沉淀 1 次 ,2 次 洗涤 , 均 为 2 500g,10min。 

3. 10ml lmol/L 山梨 醇 (包括 5mg/ ml Novozyme234) 是 浮沉 淀 , 于 25C ,50r/ min, J& 2h, 

4. 用 4 层 滤 纸 过 滤 收 集 原生 质 体 。 

5. 将 原生 质 体 转移 到 30ml 的 离心 管 中 ,100g,5min, 集 中 细胞 。25ml 1mol/L 山梨 酵 

6. 沉淀 悬浮 到 10ml 预 冷 的 STC 中 ,用 血细胞 计数 板 计 数 ,然后 100g, 离心 5min, 去 
4#} STC, 

7. EAE R 10° 原生 质 体 /ml,ipg/pl1 的 DNA 3 一 6 由 加 入 到 50u 原生 质 体 中 , 轻 
轻 混 匀 ,然后 转移 到 电击 转化 管 中 。 

8. 在 200Q,25pF,0.7kV(3. 5kV/cm,0. 4ms) 条 件 下 电击 。 

9. 电击 结束 后 ,迅速 加 入 lml 预 冷 的 再 生 培 养 基 ,室温 培养 过 夜 ,使 其 恢复 生长 。 

10. 将 恢复 生长 的 转化 细胞 涂 于 选择 培养 基 培 养 , 利 选 转化 子 。 


8 转化 DNA 的 命运 


8.1 DNA 整合 
转化 的 DNA 进入 丝 状 真菌 细胞 并 不 意味 着 它 一 定 能 成 为 有 用 的 工具 。 对 于 啤酒 酵母 
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来 说 ,几乎 所 有 在 非 自主 复制 的 质粒 上 转化 DNA 均 通 过 同 源 重组 整合 到 基因 上 。 但 是 ,对 
于 丝 状 真菌 而 言 , 同 源 整合 概率 低 于 啤酒 酵母 。 


8.1.1 转化 DNA 的 同 源 重 组 


环形 DNA 分 子 整合 到 染色 体 同 源 序列 的 相应 位 置 ,该 整合 带 来 被 载体 选择 标记 分 开 
的 同 源 序列 的 串联 复制 ,这 种 整合 形式 可 能 不 稳定 ,因为 基因 组 中 存在 串联 重复 序列 。 这 
个 整合 的 逆 过 程 导致 整合 上 的 载体 序列 和 选择 标记 的 丢失 ,恢复 最 初 该 位 点 染色 体 的 结 
H. RE DNA 分 子 的 整合 方式 有 两 种 ,一 种 是 DNA 分 子 被 插入 的 选择 标记 打 断 ;第 二 种 
是 发 生 同 源 重组 导致 染色 体 序列 与 这 些 线形 DNA 分 子 置换 。 这 种 形式 的 整合 后 产生 的 染 
色 体 结构 稳定 。 而 且 , 转 化 DNA 整合 不 需要 有 广泛 的 序列 同 源 性 ,导致 整合 的 有 同 源 重组 
和 非 同 源 重组 ,两 者 之 间 的 比例 随 受 体 和 转化 载体 而 异 。 


8. 1.2 直接 和 间接 的 基因 替换 


在 啤酒 酵母 中 ,转化 DNA 和 染色 体 间 的 同 源 重组 可 实现 直接 和 间接 的 基因 替换 。 根 据 这 一 
理论 ,在 丝 状 真菌 中 包括 同 源 重组 转化 可 能 实现 直接 和 间接 的 基因 替换 ,但 效率 比 啤酒 酵母 低 。 


8.1.3 基因 破坏 


外 源 DNA 整合 到 真菌 的 基因 组 中 ,如 果 整 合 位 点 的 基因 由 于 外 源 DNA. 序列 的 插入 而 
破坏 基因 ,可 产生 无 义 突变 或 功能 缺失 突变 。 基 因 破 坏 所 涉及 的 复杂 结构 或 过 程 需 要 不 同 
的 途径 ,这 一 类 的 功能 缺失 突变 可 能 导致 细胞 死亡 。 


8.2 质粒 拯救 
方案 6 丝 状 真菌 中 的 质粒 抒 救 
试剂 : 


限制 性 内 切 酶 ,3mol/L 乙酸 钠 pH 5.6, 酚 / 氮 仿 / 蜡 戊 酵 , 氮 仿 ,乙醇 ,连接 酶 ,感受 态 
细胞 。 

方法 与 步骤 : 

1. 提取 高 质量 的 真菌 转化 子 的 基因 组 DNA; 设 置 一 系列 的 限制 性 内 切 酶 , 酶 解 基因 组 
DNA,1 一 10ng 的 基因 组 DNA,>20U 限制 性 内 切 酶 ( 注 : 限 制 性 内 切 酶 是 质粒 DNA 上 没 
有 酶 切 位 点 的 酶 ) 。 

2. 酶 切 过 夜 , 加 入 等 体积 的 酚 / 和 氯仿 / 异 戊 醇 (25 : 24 : 1) 。 涡 旋 振 荡 10s,10 000g 离心 
5min, 使 水 相 和 有 机 相 分 离 。 

3. 将 上 清 液 转移 到 新 的 离心 管 中 , 再 用 等 体积 的 氨 仿 抽 提 水 相 。 

4. 加 入 2.5 倍 体积 的 乙醇 和 0.1 倍 体积 的 3mol/L 乙酸 钠 (pH5.6), 混 习 ， 
一 20 30min 。 

5. 10 000g, 离心 20min; 7096 C, BEZE VER DCUE RET. 

6. 20ul 的 ddH;O € € DNA,» it 3E fo 3$ P iR 16 Cie idR, 

7. 连接 液 转化 E. coli 感受 态 细胞 。 
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8.3 热 不 对 称 PCR 


在 基因 组 相关 研究 中 , 分 离 与 已 知 序列 邻近 的 DNA 片段 是 一 项 很 困难 的 工作 。 
TAIL-PCR, , 即 热 不 对 称 PCR (thermal asymmetric interlaces PCR, TAIL-PCR) ,是 一 个 获 
得 已 知 DNA 片段 邻近 序列 片段 的 有 力 工 具 。TAIL-PCR 是 在 单 侧 PCR 基础 上 发 展 起 来 
的 一 种 PCR ,使 用 两 种 不 同 长 度 的 引物 ,两 种 引物 的 退火 温度 不 同 。 长 引物 是 以 已 知 插入 
序列 设计 的 3 个 垦 套 引物 ,退火 温度 Tm 为 58—63'C 3; 短 引 物 是 任意 兼并 引物 ,可 与 DNA 
随机 结合 ,Tm 为 47 一 48C 。PCR 温度 循环 的 每 一 循环 包括 :两 个 高 温 退 火 反 应 ,这 时 只 有 
长 引物 退火 并 扩 增 ;一 次 低温 退火 并 延伸 ,这 时 两 种 引物 同时 退火 并 扩 增 。 通 过 热 不 对 称 
PCR 循环 的 交替 作用 ,大 大 增强 了 目的 分 子 的 优势 扩 增 ,使 得 PCR 产物 的 特异 性 大 大 增 
强 , 减 少 了 非特 异 靶 序列 的 扩 增 。 


8.4 局 动 子 陷阱 技术 在 丝 状 真菌 中 的 应 用 


目前 已 发 展 了 三 种 不 同 的 陷阱 系统 一 一 增强 子 陷 阱 .启动 子 陷 阱 和 基因 陷阱 。 它 们 之 间 最 大 
的 不 同体 现在 报道 基因 重组 体 的 组 成 和 插入 位 置 上 。 基 因 陷 阱 是 这 三 种 方法 的 统称 (图 3-2A)。 

增强 子 陷阱 (enhancer trap) 将 某 报道 基因 与 一 个 精巧 的 启动 子 相 连 ,组 成 一 增强 子 陷阱 重 
组 体 , 它 不 会 自主 起 始 转 录 , 而 需 由 被 插入 的 细胞 基因 组 中 的 增强 子 帮助 才 可 转录 (图 3-2B) 。 
者 报道 基因 最 终 表达 , 则 可 推 知 插 人 位 点 附近 有 增强 子 或 有 基因 , 即 实现 了 以 该 增强 子 陷阱 重 
组 体 发 现 增 强 子 的 目的 。 启 动 子 陷 阱 (promoter trap) 通 过 将 报道 基因 插入 到 细胞 基因 组 的 外 
显 子 上 ,一 旦 发 现 它 与 细胞 基因 组 基因 被 共同 转录 或 表达 , 则 可 知 该 报道 基因 附近 有 启动 子 ， 
从 而 起 到 了 以 之 为 诱饵 ,发 现 启动 子 的 目的 ,这 就 是 启动 子 陷阱 (图 3-2C) 。 

基因 陷阱 (gene trap) 重 组 载体 由 报道 基因 和 接受 体 前 接 部 位 (splice acceptor, SA) 组 
成 (接受 体 剪接 部 位 在 报道 基因 上 游 ) ,该 重组 载体 需要 插 人 到 细胞 基因 组 中 , 随 着 基因 转 
录 和 表达 , 故 如 能 检测 到 融合 转录 物 或 融合 蛋白 , 则 证 明 插 入 位 置 附近 有 基因 存在 (图 3- 
2D)。 局 动 子 陷阱 和 基因 陷阱 都 有 位 置 限制 ,前 者 需 插 人 到 外 显 子 ,后 者 则 需 插 人 到 内 含 
子 ,增强 子 陷阱 却 没有 位 置 限制 ;由 于 增强 子 与 基因 的 位 置 可 近 可 远 , 故 增强 子 陷阱 不 易 定 
位 基因 ;此 外 ,对 启动 子 陷 阱 和 基因 陷阱 而 言 ,插入 可 能 导致 基因 失 活 。 


8. 4. 1 启动 子 陷阱 技术 


启动 子 陷阱 技术 的 原理 是 将 一 个 无 启动 子 的 报告 基因 随机 插 人 到 基因 组 DNA 中 的 某 
一 基因 附近 ,在 该 基因 启动 子 的 作用 下 ,转录 产生 融合 转录 物 。 该 融合 转录 物 中 ,报告 基因 
的 转译 元 件 是 正常 的 ,可 以 转译 蛋白 ,通过 报告 基因 筛选 转化 子 ,使 用 标签 序列 对 标签 旁 侧 
序列 进行 分 析 、 对 比 ,从 而 确定 其 性 质 。 


8. 4.2 A ik SEC 38358 41) 


CD 载体 的 构建 :我 们 构建 了 两 种 启动 子 陷阱 载体 。 

D 以 载体 pCB1003 为 骨架 ,在 BamHI 和 Xbal 位 点 处 ,插入 没有 启动 子 的 eGFP H 
段 ,形成 启动 子 陷阱 载体 PCBGFP。 

2) 以 载体 pEGFP 为 骨架 ,在 NotI 和 Stul 位 点 处 插入 潮 霉 素 抗 性 基因 片段 ,形成 启动 
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A CAU mm mmn Emm — 基因 组 DNA 
| 


增强 子 陷阱 





图 3-2 各 种 基因 陷阱 的 结构 
A: 基 因 组 DNA 的 一 条 染色 体 上 某 个 基因 (外 显 子 为 带 斜 线 盒 状 部 分 ;内 含 子 为 线 状 用 V 形 标注 出 ,表示 会 被 切除 ;各 基 
因 陷 阱 重组 体 为 空白 盒 状 ;B.C.D 图 中 带 黑 箭头 区 域 表 示 外 源 插 人 部 分 )。B: 增 强 子 陷阱 。 由 启动 子 (TATA) 和 报道 基 
因 (reporter) 构 成 的 重组 体 , 揪 和 人 到 基因 的 增强 子 附 近 ( 图 中 所 示 为 第 二 个 外 显 子 下 游 ) ,报道 基因 的 启动 子 被 该 基因 的 
增强 子 激活 ,导致 报道 基因 表达 。C: 启 动 子 陷阱 。 报 道 基 因 插 人 到 基因 外 显 子 ( 图 中 所 示 为 第 二 个 外 显 子 ) 之 中 ,并 借助 
该 基因 的 增强 子 和 启动 子 被 转录 和 表达 。D: 基 因 陷 阱 。 受 体 剪接 部 位 (splice acceptor, SA) 和 报道 基因 重组 体 插入 基因 
内 含 子 中 , 则 转录 时 受 体 剪 接 部 位 与 该 基因 内 含 子 一 起 被 切除 ,得 到 融合 基因 转录 产物 





子 陷阱 载体 PEGFPHPH( 图 3-3). mE 
以 上 两 个 载体 分 别 具 备 了 抗 性 基因 标记 和 | 
缺乏 启动 子 的 报道 基因 标记 ,报道 基因 插入 到 me. 
基因 外 显 子 之 中 ,并 借助 该 基因 的 增强 子 和 启 
动 子 才能 被 转录 和 表达 。 
(2) 原生 质 体 的 制备 转化 见 前 述 的 方案 1。 “S pEGFPHPH 
(3) 突变 体 的 表 型 分 析 。 图 3-3 启动 子 陷阱 载体 构建 


获得 的 突变 子 , 在 荧光 显微镜 下 观察 各 个 发 育 阶段 (分 生 孢 子 、 菌 丝 、 附 着 胞 ) 的 荧光 表 
达 情 况 (显微镜 的 型 号 :Olympus-BX51)( 图 3-4) 。 


方案 7 农 杆菌 电击 转化 感受 态 的 制备 与 转化 


材料 : 

农 杆 菌 储 藏 菌株 ,储存 在 超低温 冰箱 中 。 如 果 在 一 20C 存 放 , 则 几 个 月 就 死亡 ;10%% 甘 
油 (V/V) ,高 温 灭 菌 , 用 时 放 在 冰 上 预 冷 ;LB 液体 培养 基 ;LB 固体 培养 基 ;ddH2O, 灭 菌 ,用 
时 放 在 冰 上 预 冷 ; 液 气 。 
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图 3-4 ” 称 瘟 病菌 启动 子 陷 阱 突变 体 荧 光 表 达 
A: 分 生 孢 子 ;B: 气 生 历 丝 与 分 生 孢 子 ;C: 孢 子 萌发 形成 的 菌 丝 ;D: 附 着 胞 


仪器 : 

电击 杯 (Bio-rad 公司 ) ,如果 是 用 过 的 ,一 般 存 放 在 70% 乙 醇 溶液 中 ,用 前 先 用 无 水 乙 
醇 冲 洗 , 然 后 放 在 一 20C 预 冷 ;高 速 离心 机 ,转子 要 提前 预 冷 ;电击 仪 (Bio-rad 公司 ); 扬 床 ; 
分 光 光 度 计 ; 制 冰 机 ;封口 膜 , 移 液 吸 头 。 

方法 与 步骤 : 

L. 感受 态 的 制备 

(1) 将 储存 在 超低温 冰箱 中 的 农 杆 菌 菌株 (如 AGL-1) 在 LB 固体 培养 基 上 活化 ,28 记 培养 
2 天 。 

(2) 挑 一 个 单 菌 落 于 6 ml LB 液体 培养 基 中 ,于 摇 床 28 人 剧烈 摇动 培养 24h。 

(3) 取 5 ml HAAA 500 ml LB 液体 培养 基 中 ,于 摇 床 28C 剧烈 摇动 培养 至 对 数 生长 
期 (ODsso 0. 5—0. 8,25 10h) ,然后 放 入 冰 水 中 冰 浴 。 以 后 的 步骤 都 要 保持 45C。 

(4) 将 菌 液 转移 到 50 ml 离心 管 中 , 每 管 放 40 ml 左右 。 在 超速 离心 机 上 在 4'C 用 
4 000g 的 离心 力 离心 10 min, 收 集 细 胞 , 弃 去 上 清 液 。 

(5) 在 每 个 50 ml 离心 管 中 加 入 约 5 ml 预 冷 的 ddH;O 中 ,用 前 掉头 的 ] ml 移 液 管 轻 
kir ERA ARAL., 

(6) 添加 预 冷 的 ddH; O 使 总 体积 至 250 ml, 

(7) 重复 步骤 (4) (5) 两 次 。 第 一 次 离心 后 ,添加 预 冷 的 ddH:O 使 总 体积 至 100 ml, 
第 二 次 离心 后 ,添加 预 冷 的 ddH,;O 使 总 体积 至 45 ml, 

(8) 在 超速 离心 机 上 在 4C 用 4000g 的 离心 力 离心 10 min, 收 集 细胞 , 弃 去 上 清 液 。 

(9) 加 入 10% 甘 油 15 ml, EH E$. 
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(10) 在 超速 离心 机 上 在 4 人 用 4000g 的 离心 力 离心 10 min, 收 集 细 胞 , 齐 去 上 清 液 。 

(11) 加 入 10% 甘 油 5 ml, 重 新 悬浮 。 

(12) 取 50 ul 的 液体 细胞 至 1. 5 ml 离心 管 中 , 盖 好 盖子 ,用 液 氮 迅 速 冷 激 , 然 后 放 到 
一 70C 超 低温 冰箱 中 储存 备用 。 

2. 转化 

CD 在 冰 上 融化 一 管 感受 态 细胞 (50 pl) 。 

(2) 加 入 lul 纯化 好 的 DNACDNA 必须 用 ddHzO 溶 解 ) ,在 冰 上 轻 轻 混 匀 。 

(3) 将 混 匀 的 细胞 转移 到 电击 杯 中 ,注意 沿 着 杯 壁 慢 慢 放 入 ,以 防 形成 气泡 。 

(4) 将 电击 杯 放 入 电击 仪 中 , 设 定好 合适 的 参数 ,电击 。 例 如 ,用 Bio-Rad 电击 仪 ,电击 
杯 是 2mm 宽度 规格 , 则 电压 用 2.4 kV, 电 阻 是 200 人, 电量 是 25 jyF, 电 击 时 间 约 是 5ms。 

(5) 电击 后 ,用 1 ml 的 LB 液体 培养 基 冲 洗 电 击 杯 , 并 转移 到 1.5 ml 离心 管 中 , 在 28C 
培养 3 一 4h。 

(6) 在 离心 机 上 12 000r/min 离心 1Imin, 收 集 细 胞 。 

(7) 用 LB 液体 培养 基 10041 重新 悬浮 , 涂 布 到 含有 合适 抗生素 的 LB 平板 上 ,28'MC 培 
养 2 一 3 天 。 

(8) 挑 取 单 菌落 于 5 ml 的 LB 液体 培养 基 中 震荡 培养 1 天 ,提取 质粒 检测 ( 碱 法 提取 )， 
或 者 通过 PCR 检测 。 

(9) 经 过 检验 是 正确 的 菌 体 ,加 入 甘油 保存 在 一 20( 短 期 ) 或 者 一 80\C (长 期 ) 备 用 。 
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1 子 襄 菌 遗 传 分 析 


1.1 概述 


丝 状 真菌 基因 组 小 ,生活 周期 短 , 单 倍 体 时 间 在 生活 周期 中 占 的 时 间 长 ,操作 简便 易 
行 ,因此 ,很 早 就 成 为 真 核 生物 遗传 学 研究 中 重要 的 模式 生物 ,特别 是 构 巢 曲 考 (Aspergil- 
lus nidulans) WEBB BKBRL (Neurospora crassa)。 这 些 生 物 的 优点 是 不 但 可 以 非常 方便 地 
进行 经 典 遗传 学 和 分 子 遗 传 学 的 研究 ,而 且 因 为 它们 是 单 售 体 ,在 构 集 曲 圳 (Aspergi 
llus nidulans) FUE ES Wk (Neurospora crassa ) 可 以 相当 直接 地 产生 并 分 析 突 变 体 。 在 
这 些 真菌 中 已 经 有 一 系列 的 方法 可 以 有 效 地 产生 突变 体 , 从 传统 的 化 学 诱 变 到 最 近 的 以 
DNA 转化 为 基础 的 诱 变 策略 。 相 应 地 ,许多 的 筛选 程序 迅速 发 展 起 来 ,用 于 筛选 目的 突变 
体 。 一 旦 得 到 一 个 突变 体 , 还 必须 能 够 有 明确 的 特点 ,使 研究 者 可 以 确定 相关 性 状 是 单位 
点 突变 还 是 多 位 点 突变 ,是 隐 性 突变 还 是 显 性 突变 。 在 丝 状 真菌 中 已 经 有 许多 的 方案 来 回 
答 这 些 问 题 ,而 且 在 过 去 的 几 十 年 中 已 经 成 为 至 关 重 要 的 经 典 程序 。 编 写 这 部 分 的 目的 是 
Xd FH-T 38€ PL 38 [2 ^r Ir B9 27 T BOR EIT A 15 eU JE VAL TET HE HERE (Aspergillus nidu- 
lans) Wi BK E (Neurospora crassa) REA fi Magnaporthe grisea ) 为 重要 研究 对 象 。 
第 一 部 分 主要 对 鉴定 和 分 离 突 变 体 的 策略 进行 总 结 ,后 一 部 分 是 对 分 析 突 变 体 的 方案 进行 
概括 。 


1.2 鉴定 和 分 离 突变 体 


1.2.1 考虑 的 重点 


对 子囊 菌 进 行 诱 变 有 许多 相当 直接 的 可 行 方 案 。 但 是 ,在 设计 诱 变 策 略 之 前 ,必须 考 
虑 至 关 重 要 的 两 点 。 

(1) 第 一 个 考虑 的 因素 是 由 于 丝 状 真菌 是 多 细胞 的 ,必须 选择 合适 的 细胞 类 型 来 诱 变 。 

影响 细胞 类 型 选择 的 主要 因素 有 

1) 细胞 内 细胞 核 的 数目 和 售 性 : 单 核 细 胞 含有 单 倍 体 的 细胞 核 是 最 理想 的 诱 变 材 料 ， 
例如 构 集 曲 辟 (Aspergillus nidulans), 

2) 获得 大 量 纯 净 细 胞 的 能 力 ( 一 般 要 达到 1X10" /ml) 。 

在 利用 物理 ,化 学 诱 变 方法 进行 诱 变 时 ,这 些 因子 尤其 重要 。 相 反 , 如 果 应 用 一 种 插入 
诱 变 策略 (如 RIMD ,这 些 问题 可 以 通过 在 选择 目的 突变 体 之 前 纯化 转化 子 来 克服 。 

(2) 第 二 个 重要 的 考虑 因素 目的 是 突变 体 的 特性 。 

一 些 方法 如 典型 的 RIMI 等 涉及 在 整个 基因 组 中 的 相对 随机 的 位 点 插入 选择 性 标记 。 
虽然 RIMI 的 重要 优点 是 能 够 快速 克隆 突变 基因 ,但 这 种 方法 只 能 产生 基因 功能 完全 丧失 

。48 。 
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的 突变 体 。 通 常 , 简 单 的 超 表 型 突变 体 或 者 条 件 突变 体 往 往 比 简单 的 基因 功能 完全 丧失 的 
突变 体 含 有 更 多 的 遗传 信息 。 在 这 种 情况 下 ,物理 的 或 者 化 学 诱 变 具 有 导致 碱 基 蔡 换 的 倾 
向 (例如 紫外 诱 变 或 者 单 环 芳香 烃 环 化 剂 如 4NQO、MNNG、EMS) ,这 样 的 诱 变 策略 可 以 考 
虚 。 另 外 ,如 果 要 应 用 缺失 突变 ,物理 诱 变 剂 如 粒子 辐射 或 者 双环 化 诱 变 剂 如 DEB. 或 者 
DEO 等 , 均 可 以 应 用 。DEB 或 者 DEO 在 诱 变 黑 曲 釜 中 表现 得 非常 有 效 ,但 要 特别 注意 ,一 
定 的 化 学 诱 变 剂 产生 很 强 的 诱 变 谱 ,由 于 这 具有 相反 的 影响 ,可 以 抑制 氨基 酸 替代 的 数目 ， 
绝对 地 应 用 一 种 诱 变 方法 可 能 对 达到 研究 的 目的 不 利 。 


1.2.2 化 学 诱 变 


虽然 以 下 操作 步骤 是 采用 4NQO 对 真菌 的 孢子 进行 诱 变 ,但 是 这 个 程序 也 可 以 用 于 其 
他 真菌 用 其 他 的 化 学 物质 进行 诱 变 。 一 般 诱 变 采用 新 鲜 收获 的 孢子 进行 ,因为 经 过 长 时 间 
保存 ,有 许多 孢子 往往 没有 生活 力 。 大 多 数 化 学 诱 变 剂 ( 如 EMS、MMS、DEO、DEB) 可 以 买 
到 货 到 即 用 的 溶液 剂型 ,那些 只 能 购买 到 粉末 状态 的 化 学 药剂 (如 4NQO 和 MNNG) ,需要 
用 丙酮 溶解 , 配 成 50mg/ml 的 溶液 备用 (注意 4NQO 的 溶解 度 很 低 )。 在 进行 诱 变 之 前 ,这 
个 程序 首先 应 用 ,以 确定 能 够 产生 最 大 存活 率 的 诱 变 剂 的 剂量 (浓度 ) 。 在 大 多 数 子 圳 蓝 
中 , 诱 变 水 平 可 以 通过 对 存活 的 菌落 中 产生 的 颜色 突变 体 或 者 不 能 产生 孢子 的 突变 体 的 比 
例 来 估计 。 一 旦 理想 的 突变 计量 明确 下 来 , 诱 变 的 孢子 常 先 涂 布 于 非 选择 性 营养 丰富 的 培 
养 基 上 ,使 所 有 的 突变 体 恢 复生 长 。 存 活 下 来 的 菌落 再 在 特异 的 生长 条 件 下 进行 测试 ,来 
检测 目的 突变 体 (例如 温度 敏感 型 突变 体 ,营养 突变 体 、 药 剂 抗 性 突变 体 等 )。 在 FGSC 网 
页 上 提供 了 有 关 N. crassa 和 A. nidulans 在 各 种 条 件 下 生长 的 培养 基 的 配方 ,非常 有 用 ， 
详 见 http://www. fgsc. net/methods/ genmthds. html, 


方案 1 对 真菌 孢子 进行 化 学 诱 变 


试剂 : 

4NQO(sigma), EMS, MMS, MNNG, DEB, DEO ( Aldrich Chemical), 50% 硫 代 硫 
m, 

方法 与 步骤 : 

1. 用 灭 菌 的 ddHzO 〇 将 4NQO 稀释 到 工作 储备 液 的 浓度 200pg/mk。 

2. 用 含有 0.01% Tween 80 的 灭 菌 ddH; O 洗 孢 子 (尽量 去 掉 孢 子 团 )。 用 血细胞 计数 
板 统 计 孢 子 的 浓度 ,用 灭 菌 的 ddH2O 〇 将 孢子 浓度 稀释 到 1X107 个 孢子 /ml。 

3. 在 1.5ml 的 离心 管 中 按 照 以 下 所 列 准备 诱 变 混合 物 ; 

(1)200 pl EFÈ. 

(2)8 ul 4NQO, 

(3800 ul X ifj &4j ddH;O. 

4. AERE EE Ae 6 M dE 30'C T AX 30min 并 不 断 摇动 。 

9. 在 诱 变 准 备 液 中 加 入 100 pl 50% 硫 代 硫酸 钠 以 终止 反应 。 

6. 高 速 离心 lmin 收集 已 经 诱 变 的 孢子 , 倒 掉 上 清 液 , 用 lml 灭 菌 的 ddH;O 重新 悬浮 
孢子 。 

7. 稀释 请 变 后 的 孢子 ,在 营养 完全 培养 基 平板 上 ,每 一 个 直径 9cm 培养 焉 涂 布 约 100— 
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200 个 存活 的 孢子 。 平 板 一 般 置 于 28C 或 37 人 下 培养 。 
Wia 对 于 其 他 试剂 的 贮备 液 的 浓度 可 以 根据 经 验 来 确定 。 
b. 加 入 其 他 终止 剂 如 梯 思 梯 (Triton-100,0. 01%,V/V) 或 者 次 毛 酸 钠 (0. 08% ,V/V) 到 生长 培养 基 中 可 以 提高 
菌落 的 致密 性 ,易于 采用 平板 复印 的 方法 筛选 突变 体 。 


1:2.3 Xt 


紫外 线 是 一 种 高 效 的 诱 变 剂 ,可 以 对 许多 生物 产生 突变 。 紫 外 诱 变 的 优点 是 孢子 可 以 
在 涂 布 到 平板 上 以 后 再 进行 诱 变 。 但 是 ,在 诱 变 之 前 首先 要 确定 高 效 突变 的 紫外 辐射 的 计 
量 和 孢子 浓度 ,使 诱 变 后 在 一 个 9cm 平板 上 存活 的 菌落 数 在 100—200 之 间 比 较 合适 。 各 
种 光源 的 紫外 线 都 可 以 应 用 ,包括 :@ 手 提 式 紫外 灯 ;@ 紫 外 透视 器 ;@ 紫 外 交 联 器 。 


方案 2 对 真菌 的 孢子 进行 紫外 诱 变 


设备 : ”紫外 透视 器 。 

方法 与 步骤 ; 

l. 收集 供 试 真菌 的 孢子 ( 同 本 章 方案 1)。 

2. 黎 释 孢子 ,根据 每 个 平板 上 存活 的 菌落 数 在 100—200 的 孢子 浓度 涂 布 成 平板 。 

3. 将 紫外 透视 器 的 紫外 光 打 开 , 用 紫外 光照 射 平板 。 确 保 在 紫外 处 理 时 平板 的 培养 严 
盖 已 经 打开 。 处 理 后 的 平板 置 于 黑暗 处 培养 ,尽量 减少 光照 时 间 。 可 以 用 铝箔 纸 将 辐射 后 
的 平板 包 衷 后 再 培养 。 

4. 处 理 后 的 平板 经 常 培养 在 28 人 或 37 下 。 

9. 应 用 紫外 透视 器 时 ,紫外 线 的 强度 可 以 根据 辐射 时 间 的 长 短 变 化 而 变化 


1.2.4 诱 变 后 的 复 选 


无 论 要 筛选 何 种 类 型 的 突变 体 , 最 有 效 的 复 选 方法 是 在 选择 性 培养 基 和 非 选择 性 培养 
基 上 进行 平板 的 印迹 筛选 。 这 种 技术 允许 菌落 生长 在 平板 上 的 分 布 形式 可 以 复制 到 另外 
的 平板 上 。 这 样 ,选择 性 平板 接着 进行 计数 来 鉴定 在 特定 地 选择 性 条 件 下 不 能 生长 的 菌 
落 。 这 样 的 菌落 可 以 从 生长 在 原先 非 选 择 性 平板 上 获得 。 

印迹 筛选 用 的 印迹 块 可 以 从 供应 商 处 购买 (VWR 科学 应 用 品 有 限 公司 , Bio 101) 或 者 
可 以 自己 制作 。 理 想 的 用 于 转移 菌落 的 材料 是 棉 绒 , 湿 润 的 纸 塔 也 可 以 应 用 。 买 到 以 后 ， 
将 棉 绒 剪 成 15cmX 15cm 的 布 块 ,用 水 洗 兆 。 然 后 用 两 层 铝 箱 纸 包 里 后 ,高 压 灭 菌 ,备用 。 
用 过 的 布 块 还 可 以 经 过 洗涤 、 灭 菌 处 理 后 重复 应 用 。 供 试 的 平板 做 好 标记 ,然后 进行 印迹 
筛选 (replica plate)。 但 是 ,主要 是 菌 丝 的 菌落 很 难 用 这 种 方法 进行 印迹 筛选 。 在 印迹 过 程 
中 不 希望 菌落 扩展 很 快 ,可 以 通过 在 培养 基 中 增加 抑制 剂 来 减少 生长 。 


1.2.5 突变 体 的 类 型 


营养 缺陷 型 只 能 在 补充 了 特定 成 分 的 培养 基 上 生长 ,这 种 成 分 对 野生 型 菌株 并 不 需 
有 要。 在 大 多 数 真 菌 中 ,组 成 双核 体 或 者 异 核 体 的 能 力 并 不 需要 有 效 的 表 型 互补 ,有 效 的 营 
养 突变 的 选择 可 以 根据 对 比 突变 体 与 亲 代 菌 株 的 生长 变化 来 进行 。 另 外 ,多 种 对 真菌 转化 
体系 也 是 采用 营养 缺陷 型 标记 作为 筛选 标记 。 营 养 缺陷 型 突变 往往 通过 突变 体 不 能 在 营 
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养 缺 乏 培养 基 上 生长 来 检测 。 营 养 缺 陷 型 的 特性 通过 补充 不 同 的 营养 ,看 何 种 营养 可 以 恢 
复 突变 体 的 生长 来 确定 。 典 型 的 方案 是 ,在 含有 5 种 不 同 氨基 酸 、 维 生 素 或 者 嘎 叭 的 营养 组 
合 培养 基 上 进行 测试 (每 种 成 分 的 有 效 浓度 可 以 在 FGSC 网 站 上 获得 : http:// 
www. fgsc. net/ methods/ genmthds. html) 。 一 旦 能 够 恢复 生长 的 营养 组 合 鉴定 得 到 了 ， 
每 种 测试 成 分 再 分 别 进行 检测 ,最 终 确 定 是 何 种 营养 缺陷 型 突变 体 。 

不 能 在 高 温 (Ts) 或 低温 下 (Cs) 生 长 的 突变 体 被 称 为 温度 敏感 型 突变 体 。 其 他 的 条 件 
突变 体 , 应 用 的 频率 很 低 , 在 特定 条 件 下 选择 的 典型 类 型 有 对 硫 元 素 敏 感 如 二 甲 基 亚 砚 等 。 
条 件 突变 体 主要 用 于 鉴定 重要 基因 的 功能 。 在 酵母 型 子囊 菌 酿 酒 酵母 和 芽 殖 酵母 中 ,以 及 
少量 的 曲霉 菌 中 ,已 经 获得 了 大 量 的 温度 敏感 型 突变 体 , 这 些 突变 体 为 探索 维持 细胞 功能 
的 重要 基因 的 特征 提供 了 重要 的 研究 资源 。 

另外 的 一 些 有 用 的 突变 体 类 型 ,包括 一 些 对 特殊 临床 物质 产生 反应 而 展现 出 生长 改变 
的 突变 体 等 。 一 些 药物 成 分 的 目录 纲要 可 以 在 文献 中 找到 。 


方案 3 ”营养 缺陷 型 突变 体 的 筛选 与 鉴定 


试剂 : 
l. 维生素 类 ”对 氨基 茶 甲 酸 ,维生素 Bo ,生物 素 , 维 生 素 Bi ,泛酸 , 烟 酸 ,维生素 Be 。 
2. 和 氨基酸 类 $5. 
方法 与 步骤 : 
l. 请 变 孢 子 后 ,在 每 个 营养 丰富 培养 基 培 养 中 中 恢复 菌落 生长 的 孢子 浓度 是 100~200 个 。 
2. 用 平板 印迹 法 将 族 变 平板 上 的 菌落 复印 到 不 含 所 要 检测 的 营养 成 分 的 少量 营养 平板 
上 。 将 原先 的 平板 保存 在 4C， 将 复印 的 平板 置 于 合适 的 温度 下 培养 一 定时 间 让 菌落 生长 *。 
3. 将 原来 的 平板 和 复印 的 平板 进行 对 比 , 把 在 复印 的 平板 上 没有 生长 的 菌落 从 原来 的 
平板 上 转移 到 新 的 完全 培养 基 的 平板 上 。 
4. 待 选 出 的 菌落 生长 后 ,再 在 选择 性 平板 上 进行 确证 。 确 证 后 的 突变 体 加 入 15 听 车 
油 , 保 存在 一 70'C 。 
5. 通过 检测 每 一 个 突变 体 在 不 同 营养 成 分 混合 物 中 的 生长 ,明确 突变 体 的 本 质 特 征 。 当 一 
种 混合 物 可 以 恢复 突变 体 的 生长 ,重复 这 个 步骤 以 明确 何 种 营养 成 分 是 突变 体 生长 所 必需 的 。 
Ha. 在 原先 平板 和 复印 平板 上 画 一 个 标记 ,以 便 在 检查 时 能 够 彼此 对 照 。 


方案 4 温度 敏感 型 突变 群体 的 制备 


设备 : 同 本 章 方案 1。 

方法 与 步骤 : 

l. 诱 变 孢 子 和 在 每 个 营养 丰富 培养 基 培 养 亚 中 菌落 存活 恢复 数 调整 至 100~200 个 。 

2. 用 平板 印迹 法 将 诱 变 平 板 上 的 菌落 复印 另 一 个 完全 营养 平板 上 。 将 原先 的 平板 保 
存在 4C ,将 复印 的 平板 置 于 限制 性 温度 (一 般 是 42C) 下 培养 一 定时 间 让 菌落 生长 。 

3. 将 原来 的 平板 和 复印 的 平板 进行 对 比 , 将 在 复印 的 平板 上 没有 生长 的 菌落 从 原来 的 
平板 上 转移 到 新 的 完全 培养 基 的 平板 上 。 

4. 待 选 出 的 菌落 生长 后 ,再 在 限制 温度 条 件 下 进行 确证 。 确 证 后 的 突变 体 加 入 15 o4 
油 , 保 存在 一 70YC 。 
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注意 :(1) 在 原先 平板 和 复印 平板 上 画 一 个 标记 , 以便 在 检查 时 能 够 彼此 对 有 照 。 
(2) 保存 的 突变 体 可 以 采用 显微镜 来 检测 ,以 获得 温度 敏感 型 突变 体 的 缺陷 特征 。 
另外 ,突变 体 可 以 进行 第 二 次 第 选 以 获得 与 设想 类 型 一 致 的 温度 敏感 型 突变 体 。 


1.3 突变 体 的 经 典 遗 传 学 分 析 


1.3.1 建立 杂交 群体 


对 一 个 新 的 突变 体 进行 遗传 分 析 的 关键 一 步 是 将 它 与 野生 型 菌株 进行 交配 ,这 个 交配 
过 程 包括 以 下 几 个 关键 的 过 程 。 

(1) 确认 突变 表 型 是 由 一 个 单 基因 突变 引起 的 。 

(2) 对 产生 正确 的 标记 菌株 进行 表 型 互补 分 析 。 

(3) 在 一 些 真菌 如 曲霉 ,构建 杂 和 双 倍 体 可 以 用 于 确定 突变 是 显 性 还 是 隐 性 。 

2 种 常用 的 方法 可 以 用 于 杂交 试验 。 第 一 种 方法 是 简单 地 将 两 个 亲缘 很 近 的 亲 代 菌株 
的 抱 子 取 下 ,培养 在 含有 丰富 营养 培养 基 的 平板 上 。 在 双亲 菌株 的 交接 区 域 会 发 生 交 配 。 
另外 ,在 24 孔 的 细胞 板 上 ,每 孔 中 将 双亲 的 孢子 ( 约 1X105) 共 培养 在 2ml 的 培养 液 中 。 混 
合 菌 丝 体 中 可 以 发 生 交配 ,再 将 这 些 菌 丝 转移 到 含有 培养 基 的 平板 上 培养 ,筛选 异 核 体 。 
后 一 种 方法 的 优点 是 , 异 核 体 菌 丝 可 以 很 好 地 分 离 ,并 筛选 双 倍 体 孢 子 。 无 论 哪 种 方法 , 进 
行 交配 测试 的 平板 往往 要 培养 1 一 2 个 星期 的 时 间 , 以 便 使 子 实体 ( 闭 吉 过 或 子 襄 过 ) 形 成 并 
发 育成 熟 。 如 果 构 偶 曲霉 的 培养 四 置 于 暗 处 并 包 囊 后 培养 , 闭 宫 壳 产量 很 高 。 还 有 ,如 果 
在 少量 培养 基 上 进行 交配 ,结果 与 在 丰富 培养 基 上 相 比 ,产量 有 更 高 的 趋势 。 


1.3.2 随机 子 襄 孢子 分 析 


构 巢 曲霉 能 够 形成 称 为 闭 闸 壳 的 黑色 的 子 实体 ,由 于 构 集 曲 考 是 同宗 配合 ,在 杂交 试 
验 的 平板 上 ,交配 的 双方 边缘 和 交配 区 外 都 可 以 产生 闭 守 党。 但 是 ,在 交配 区 外 形成 的 闭 
囊 充 体积 很 大 ,与 在 交配 区 边缘 形成 的 闭 囊 壳 有 明显 区 别 。 没 有 成 熟 的 闭 囊 壳 往 往 含 有 数 
于 个 不 规则 排列 的 子宫 ,每 个 子囊 中 含有 8 个 子囊 孢子 ( 八 分 体 ,octadt) 。 随 着 子 实 体 的 成 
熟 , 子 事 壁 溶解 ,子囊 孢子 个 体 从 子囊 中 释放 出 来 。 相 应 的 ,一 个 成 熟 的 闭 囊 壳 中 可 以 形成 
超过 10 个 左右 的 子囊 孢子 ,用 尖 头 杀 子 简单 地 挤 闭 宫 壳 就 可 以 将 子 圳 孢子 收获 。 

脉 胞 霉 和 稻 瘟 病菌 是 异 宗 配合 的 类 型 ,产生 称 为 子囊 壳 的 子 实体 。 对 于 稻 瘟 病菌 ,子囊 壳 埋 
生 在 平板 的 琼脂 表面 以 下 ,只 有 吃 部 突出 于 平板 表面 。 它 们 可 以 通过 用 尖 头 狠 子 将 子囊 壳 从 琼 
脂 中 控 出 来 获得 。 典 型 的 子囊 过 中 含有 20 一 30 个 子囊 ,用 尖 头 银子 可 以 很 容易 地 将 子囊 从 子 实 
体 中 挤 出 。 将 挤 出 的 子宫 置 于 营养 丰富 的 平板 上 , 子 颤 壁 会 逐渐 溶解 ,释放 出 子囊 孢子 。 另 外 ， 
单 孢 分 离 可 以 在 子 宴 孢 子 释放 后 进行 ,将 同一 子囊 中 不 同 的 子 赛 孢子 分 别 培养 即 可 以 得 到 异 源 
的 单 殉 菌 落 。 对 于 脉 胞 备 , 子 襄 过 埋藏 于 杂交 平板 的 菌 丝 体 中 。 子 吉 孢 子 从 子 训 过 中 射出 ,常常 
用 一 个 无 菌 回路 ,通过 浓缩 平板 表面 的 水 而 获得 子囊 孢子 。 


方案 5 XHAN 


设备 : 
体 视 显微镜 ;解剖 刀 。 
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方法 与 步骤: 

l. 在 含有 4% 的 水 琼脂 的 培养 开 表 面 涂 约 10 27 38 3^, 

2. 在 体 视 显 微 镜 下 ,找到 可 以 很 好 分 离 的 分 生 孢 子 , 用 一 把 尖锐 的 解剖 刀 仔 细 将 孢子 
连同 下 面 的 琼脂 一 起 切 下 。 

3. 将 孢子 连同 下 面 的 琼脂 块 一 起 转移 到 含有 合适 生长 培养 基 的 新 的 平板 上 培养 。 

注 :a. 增加 琼脂 的 浓度 提供 了 一 个 坚硬 的 表面 ,使 钨 子 易 于 铺展 和 以 后 的 挖 扬 。 

方案 6 构 集 曲 匣 的 八 分 体 分 析 

设备 : 

体 视 显微镜 ;完好 的 类 头 锰 子 ;解剖 显微镜 ; 显 微 操纵 器 。 

方法 与 步骤 : 

l. 在 体 视 显微镜 下 ,挑选 已 经 生长 2 周 的 闭 癌 沉 , 用 尖 头 锰 子 将 闭 费 壳 转 移 到 含有 A 
水 琼脂 的 平板 上 *。 

2. 用 儿 子 推动 闭 闸 帝 在 水 琼脂 平板 表面 滚动 ,以 使 用 间 壳 表面 的 党 细胞 、. 菌 丝 片断 和 
分 生 孢 子 粘 在 水 琼脂 上 而 除去 。 不 要 用 大 的 压力 ,否则 将 压 破 闭 属 壳 。 

3. 将 干净 的 闭 意 党 转 移 到 含有 2000] KAKA 1. 5ml 离心 管 中 , 在 管 壁 上 挤 压 闭 
i’. 

4. 立即 检查 闭 党 沉 的 内 含 物 是 否 存 在 八 分 体 。 如 果 已 经 有 足够 数量 存在 (经 常 约 1% 的 含 
量 ), 用 接种 环节 取 闭 壳 沉 内 含 物 ,从 含有 丰富 营养 基 平 板 的 边缘 在 平板 上 划一 条 直线 *。 

5. 将 此 平板 翻转 , 放 到 显 微 操作 台 的 载 物 台 上 ,使 平板 上 划 的 线 处 于 玻璃 针 的 上 方 。 

6. 通过 显微镜 在 平板 的 划 线 上 找到 一 个 容易 分 离 的 八 分 体 , 通 过 显 微 操作 器 ,将 玻璃 
针 上 升 调节 , 轻 轻 使 八 分 体 从 平板 表面 脱离 4。 

7. 用 载 物 台 上 的 为 标尺 为 参照 ,将 八 分 体 转移 到 远离 划 线 10mm 的 平板 上 的 一 个 新 
位 置 。 

8. 用 玻璃 针 将 八 分 体 的 子 旨 孢子 逐个 分 离 , 如 果 需 要 ,在 显微镜 的 载 物 台 上 轻 轻 鼓 击 ， 
C3, 3 85 ^. 2-857 7- 4* 388 2c RD. 

9. 3 EAE OA T RETE 3mm 一 个 ,排列 成 一 行 , 且 与 原来 的 划 线 垂直 。 

10. 重复 步骤 6 一 9 ,继续 分 离 多 个 八 分 体 。 将 每 个 八 分 体 的 子 训 孢子 平行 排列 ,形成 相 
互 平 行 子 浊 孢子 行列 ,每 行 之 间 的 间隔 约 3mm。 

ll. 将 分 离 后 的 平板 置 于 28C 培 养 2—3 天 ， 以 使 子 费 孢子 萌发 ,形成 小 的 单 孢 菌落 。 

12. 用 牙签 将 子 并 孢子 形成 的 菌落 逐个 转移 到 新 的 完全 培养 基 上 ,用 于 以 后 进一步 检 
测 分 离 标 记 。 

注 :a. 增加 琼脂 的 浓度 可 以 使 平板 表面 的 硬度 加 强 , 利 于 闭 囊 壳 在 平板 表面 的 滚动 。 
b. Hi FH AREE D T3 UT EC £T 6.041 8 JA Ber RREAN ARE. 
c. 八 分 体 的 外 形 很 像 钻 石 的 三 维 形状 ,避免 四 分 体 和 其 他 异常 的 4 个 子 惠 孢子 形成 块 状 ,它们 常常 看 起 来 像 一 


维 的 钻石 形态 。 
d. 注意 正确 组 装 和 使 用 显 微 操作 器 


1.3.3 八 分 体 分 析 
八 分 体 分 析 代 表 了 除 随机 孢子 分 析 外 的 男 一 种 分 析 有 性 杂交 特征 的 方法 。 八 分 体 分 
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析 的 优点 是 : 
(1) 对 双 突 变 的 鉴定 不 会 出 现 分 歧 。 
(2) 对 于 突变 的 遗传 图 谱 容 易 构 建 ,特别 是 对 于 在 中 心 粒 附 近 的 突变 。 
八 分 体 分 析 广 泛 应 用 于 脉 胞 霉菌 N. crossa 的 遗传 分 析 。 用 精细 的 尖 头 急 子 ,可 以 方 
便 地 将 子囊 从 子 赛 壳 中 分 离 出 来 ,在 完全 培养 基 上 培养 一 定时 间 ,子宫 壁 会 消解 ,各 个 子 事 
孢子 可 以 萌发 生长 形成 菌落 。 由 于 在 N，crossa 中 子 守 的 形成 是 有 序 的 , 八 分 体 中 各 个 子 
宫 孢 子 的 位 置 具 有 丰富 的 生物 学 信息 。 
与 N. crossa 不 同 , 八 分 体 分 析 在 构 梨 曲霉 A. nidulans 杂交 分 析 中 的 应 用 很 少 。 这 主 
要 是 因为 原先 设想 仅仅 在 闭 襄 壳 发 育 过 程 中 的 某 个 阶段 存在 八 分 体 。 而 且 ,A，、mpidrxlarzs 
子 训 孢子 中 度 的 生活 力 将 掩盖 八 分 体 分 析 的 准确 性 。 但 是 ,在 特定 的 条 件 下 , 八 分 体 分 析 
的 潜在 优点 将 克服 这 些 不 足 , 例 如 ,在 构 梨 曲霉 A，nidulans 中 ,通过 减 数 分 裂 构建 双 突 变 
体 是 一 个 非常 费力 的 过 程 , 因 为 每 个 突变 体 必 须 与 野生 型 菌株 回 交 ,以 确定 这 两 个 亲 代 突 
变 是 分 离 的 。 相 反 , 通 过 分 离 八 分 体 并 鉴定 八 分 体 展现 出 非 双亲 类 型 的 分 离 表 型 (图 4-1)， 
能 够 非 平衡 地 获得 双 突 变 体 。 
yAx chaA 
pD: “4 个 黄色 的 分 离子 ，4 个 黄 绿色 分 离子 


NPD 4 个 绿色 分 离子 ，4 个 浅黄 色 分 离子 
TT 2 个 黄色 的 分 离子 ，2 个 黄 绿色 分 离子 ，2 个 绿色 分 离子 ，2 个 浅黄 色 分 离子 


4-1 在 一 个 黑 曲霉 A. nidulans 杂交 中 预期 的 八 分 体 类 型 
杂交 在 具有 互补 型 的 突变 yA 和 chaA 之 间 进 行 。YA 突变 可 以 导致 明黄 色 和 孢子 的 菌落 ,而 chaA 突变 导致 char- 
treuse HIF. yA 和 chaA 的 双 突 变 可 以 导致 浅黄 色 孢 子 的 菌落 。 注 意 NPD 的 八 分 体 只 是 在 野生 型 和 双 突 变 体 杂 交 时 
的 分 离子 的 表 型 


1.3.4 HHE A. nidulans 中 的 准 性 生殖 分 析 


在 一 定 的 丝 状 真菌 中 ,例如 构 梨 曲 才 (A. nidulans) , 准 性 生殖 提供 了 一 个 有 效 的 另外 的 有 性 
杂交 方法 ,以 构建 双 突变 体 。 另 外 ,这 个 方法 常常 用 于 建立 一 个 新 的 与 一 个 连锁 群 相 联系 的 突变 
P. EESAN A. fumigatus 和 A. nidulans 中 , 准 性 生殖 循环 常常 是 对 一 个 新 
的 突变 进行 严格 地 遗传 分 析 的 唯一 方法 。 进 行 准 性 生殖 分 析 的 先决 条 件 是 具有 构建 稳定 的 双核 
体 的 能 力 。 细 胞 核 的 融合 一 般 以 很 低 的 频率 发 生 在 异 核 体 菌 丝 细胞 中 ,但 是 ,由 于 异 核 体 只 产生 
单 核 的 分 生 孢 子 , 双 倍 细胞 能 够 从 双亲 菌株 具有 互补 性 的 营养 缺陷 型 特征 和 (或 ) 孢 子 颜 色 标 记 。 
一 旦 构建 成 功 , 双 倍 体 可 以 繁殖 ,并 可 以 像 单 倍 体 一 样 保存 。 


方案 7 通过 准 性 重 配 确定 里 连锁 群 


BG X P, 

方法 与 步骤 : 

l. 采用 本 章 1. 3. 1 的 方法 建立 一 个 含有 设计 突变 的 菌株 和 一 个 具有 合适 标记 的 菌株 
之 间 的 杂交 处 理 *。 

2. 将 交 结 的 菌 丝 区 域 的 菌 丝 块 转移 到 少量 营养 琼脂 培养 基 平 板 上 ,对 异 核 体 的 生长 
进行 选择 , 当 有 扇形 的 菌 丝 体 从 菌 丝 块 上 长 出 时 , 即 说明 有 异 核 体 的 形成 。 将 一 块 异 核 体 
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菌 丝 体 切 下 并 转移 到 另 一 种 少量 营养 琼脂 培养 基 平 板 上 。 
3. 用 灭 菌 的 双 蒸 水 收集 异 核 体 上 产生 的 分 生 和 孢子 ,在 20ml 融化 的 少量 营养 培养 基 中 
加 入 按 5 倍 稀释 的 分 生 孢 子 ( 如 lul 5pnl 50g] F), 48] A33 Jf m vp d] JE 2E 
4. 将 这 些 平板 培养 2 一 3 天 ,使 孢子 形成 菌落 。 通 过 检查 孢子 的 颜色 和 大 小 , 双 倍 菌落 
可 以 从 杂 合 体 和 单 倍 体 中 区 分 开 来 。 
5. 用 牙签 将 双 倍 体 菌 落 转移 到 新 的 少量 营养 培养 基 平 板 上 ,继续 生长 2 一 3 天 ,从 双 倍 
体 上 收集 分 生 孢 子 作为 贮存 物 。 
6. 在 添加 了 苯 菜 特 的 含有 完全 营养 的 CM 平板 中 央 涂 一 道 双 倍 孢子 带 , 置 于 28YC 培 
JR 5 一 7d, 在 培养 过 程 中 , 单 核 菌 丝 会 以 扇形 从 双 售 体 孢 子 带 中 长 出 4。 
7. 在 一 个 CM 平板 背面 纵横 方向 划 上 线 , 将 平板 分 成 网 格 状 ,从 单 核 的 扁 形 菌落 中 切 
取 小 块 菌 落 , 转 接 到 CM 平板 的 网 格 中 (例如 ,每 个 网 格 中 接 一 个 扇形 单 核 菌落 ,26 个 菌落 / 
平板 ), 制 作 主 平板 。 
8. 用 牙签 将 主 平板 上 的 菌落 转 接 到 合适 的 培养 基 平 板 上 ,记录 单 核 菌落 含有 或 缺失 分 离 标记 。 
注 :a. 知道 杀菌 剂 商品 名 称 的 活性 成 分 可 以 更 容易 获得 研究 所 需要 的 杀菌 剂 ( 苯 菜 特 的 成 分 是 苯 并 咪 唑 ,可 以 从 农 
药 商店 .园艺 商店 和 其 他 服务 机 构 获 得 ) , 苯 并 唑 要 首先 悬浮 在 50% 的 酒精 中 ,用 时 加 入 到 灭 菌 的 CM 培养 
基 中 (浓度 为 5 一 50pg/ml) 。 
b. 用 于 制作 遗传 图 谱 的 菌株 ,一 条 染色 体 上 至 少 带 有 一 个 已 知 标记 。 脉 胞 霉 和 曲霉 的 染色 体 标记 可 以 从 美国 真 
菌 保 藏 中 心 获得 (网 址 :http://www. fgsc. net), 
c. 双核 体 往往 比 单 核 体 产生 更 多 的 分 生 孢 子 。 而 且 , 在 建立 准 性 生殖 的 过 程 中 ,建议 采用 具有 互补 性 的 孢子 颜 
色 突 变 体 作为 亲 代 菌株 (例如 wA= 白 色 孢 子 ,yA= 黄 色 孢 子 )。 这 样 ,双核 菌落 是 绿色 的 ,而 杂 合 菌落 将 展示 
带 有 白色 -黄色 杂 色 的 形象 。 苯 莱特 敏感 性 检测 也 可 以 用 于 从 单 核 体 中 选择 双核 体 。 
d. 单 核 体 扇形 表达 了 隐 性 孢子 颜色 标记 ,容易 识别 。 


准 性 生殖 循环 的 关键 方面 是 具有 双 倍 体 基因 组 回 到 单 核 体 状 态 的 能 力 。 正 常情 况 下 ， 
单 核 体 的 形成 频率 很 低 ( 大 约 1/103 )。 但 是 , 双 倍 体 微 管 解 聚 化 合 物 的 开发 大 大 增强 了 这 


个 比率 ,并 且 促 发 了 染色 体 片断 丢失 造成 的 基因 重 排 。 因 此 ,可 见 的 单 核 体 扇形 产生 了 ,从 
而 可 以 进一步 对 相应 标记 的 分 离 情况 进行 检测 。 


方案 8 ” 稻 瘟 病菌 温度 敏感 型 突变 体 的 筛选 


实验 材料 : 

l. 菌株 和 品种 ” 稳 辣 病菌 菌株 是 Guy-11。 

2、 培养 基 

(1) CM( 完 全 培养 基 ):50ml 20X R 3k fit drj m 微量 元 素 储 备 液 ,10g DN Xj, 2g 
EAk lg 酵母 浸出 物 ,1g 酪 蛋白 氨基 酸 lml 维生素 溶液 ,在 800ml 蒸馏 水 中 溶解 ,调节 
pH6. 5, 然 后 定 容 到 1L。 固 体 培养 基 加 15g 琼脂 ,高 压 灭 菌 备用 。 

20 X $& 3k i 4-3 120g NaNO: 10. 4g KCl, 10. 4g MgSO, ,30. 4g KH; PO, ,加 蒸馏 水 
定 容 至 1L, 灭 菌 后 贮存 于 4C 备 用 。 

1 000X 维生素 溶液 :0.01g 生物 素 ,0. 01g 维生素 Bs ,0. 01lg 维生素 Bi ,0.01g 维生素 
B: ,PABA( 对 氨基 茶 甲 酸 ),0. 01g 烟 酸 , 加 ddH;O 至 100ml. 在 棕色 瓶 中 于 4C 贮 存 备用 。 

1 000X 微 量 元 素 储备 液 :80ml] ddH; O, 2. 2g ZnSO; ,1. 1g H; BO, ,0.5g MnCl * 4H, O, 
0. 5g FeSO,。7H:O,0. 17g CoC! * 6H;O,0. 16g CuSO, * 7H;O,0. 15g NaMoO, * 2H;0, 
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5g NatEDTA。 加 热 煮 沸 后 ,冷却 至 室温 , 调 pH6.5, 定 容 至 100ml,4C 保 存 。 
(2) ERA REEL REI 30g, 3S 18g, 加 水 1 000ml。 
方法 与 步骤 : 
1. Guy-11 Æ CM 平板 上 12h 循环 光照 培养 7 天 。 
2. 灭 菌 水 洗 下 孢子 。 
3. 将 孢子 悬浮 液 稀 释 至 103 一 104 个 孢子 /ml。 
4. 取 100 同 均 匀 涂 于 CM 平板 上 。 
5. 紫外 照射 诱 变 。 
6. 25'C € t3 Jf- 24 一 36h。 
7. 将 一 张 灭 菌 的 定性 滤纸 覆盖 其 上 ,并 用 挑 针 在 平 亚 边缘 刺 一 小 孔 。 
8. 继续 25'C X ti 33 Jj- 36 一 48h。 
9. 将 平板 上 的 定性 滤纸 揭 下 , 改 盖 到 另 一 CM 平板 上 ,并 在 相同 位 置 刺 一 小 孔 , 置 于 
34 尼 条 件 下 培养 24h。 原 来 的 平板 置 于 25 色 黑 瞳 培养 (或 低 于 25\C 黑 瞳 培养 ) 。 
10. 揭 去 滤纸 ,将 34C 条 件 下 培养 的 平板 和 原来 的 平板 对 比 , 挑 出 在 25 它 条件 下 生长 
而 34C 条 件 下 不 长 的 菌落 , 转 接 到 一 个 新 的 CM 平板 上 。 
11. 25 人 黑暗 培养 至 菌落 直径 达 1. 5cm, 
12. 挑 取 3mmX3mm 的 菌 丝 块 ,接种 到 一 个 新 的 CM 平板 上 , 置 于 34C 条 件 下 培养 2 
天 ,菌落 直径 大 于 0. 5mm 的 ,认为 是 温度 敏感 型 突变 体 。 
13. 保存 温度 敏感 型 突变 体 于 滤纸 片上 。 


2 担子 菌 遗 传 分 析 


2.1 概述 


担子 菌 可 分 为 两 个 主要 组 群 : 无 隔 担子 菌 和 有 隔 担子 菌 。 对 于 担子 菌 的 遗传 学 分 析 ， 
无 隔 担子 菌 主要 集中 在 灰色 鬼 企 菌 Coprinus cinereus) WRR H (Schizophyllum com- 
mune) ,而 有 陋 担 子 菌 以 玉米 黑 粉 菌 (Ustilago maydis ) MR A (Microbotryum violaceae ) 
等 为 主 。 其 他 无 隔 担子 菌 主要 进行 工业 目的 研究 ,如 白 锈 菌 (Pharnerochaete chrysospo 
riz7a) 可 以 产生 漆 酶 等 胞 外 酶 ,还 有 各 种 风味 鲜美 的 蘑菇 。 这 类 真菌 可 以 在 非常 简单 的 基 
质 上 培养 ,在 实验 室 条 件 下 几 星 期 可 以 完成 这 个 生活 史 。 这 里 的 许多 方法 可 以 广泛 用 于 担 
子 菌 的 遗传 分 析 。 


2.1.1 生活 史 


有 隔 担子 菌 的 生活 史 从 担 孢 子 萌发 开始 ,形成 酵母 状 细胞 称 为 小 孢子 (sporidia) 。 而 无 
隔 担子 菌 的 担 孢 子 萌发 形成 同 核 菌 丝 体 。 交 配 型 亲 和 的 两 个 细胞 通过 细胞 融合 ,形成 双核 
体 的 次 生 菌 丝 。 双 核 体 的 细胞 内 含有 两 个 遗传 性 质 不 同 的 细胞 核 , 这 两 个 细胞 核 同步 分 
裂 ,在 菌 丝 生 长 过 程 中 ,通过 锁 状 联合 的 结构 将 分 裂 的 细胞 核 转移 到 新 的 细胞 中 。 双 核 体 
可 以 进行 有 性 生殖 。 在 无 隔 担子 菌 的 双核 体 菌 丝 的 发 育 过 程 中 可 以 形成 担子 果 , 在 担子 果 
中 形成 的 细胞 称 为 担子 的 特殊 细胞 ,在 担子 细胞 中 ,细胞 核 进行 核 配 ,随后 进行 减 数 分 裂 ， 
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然后 发 育 形 成 担 殉 子 。 有 隔 担 子 菌 如 玉米 黑 粉 菌 的 核 配 发 生 在 厚 壁 的 冬 抱 子 中 ,接着 进行 
减 数 分 裂 , 形 成 原 菌 丝 ( 有 隔 担 子 ) ,然后 发 芽 形 成 单 核 担 孢 子 ( 小 孢子 )。 因 此 ,有 隔 担 子 菌 
的 双核 期 在 生活 史 中 的 时 间 很 短 ,随即 发 生 减 数 分 裂 , 在 生活 史 中 , 单 倍 体 时 期 在 整个 生活 
史 中 占有 主要 时 期 。 只 有 很 少 的 种 类 (如 小 密 环 菌 属 ,Armilliaria 的 种 类 ) 营 养 菌 丝 的 细胞 
中 是 倍 性 的 双 倍 体 细胞 核 。 

男 外 ,担子 菌 还 有 多 种 类 型 的 无 性 孢子 ,如 分 生 孢 子 、 粉 抱 子 、 厚 士 孢子 ,还 有 菌 核 结构 
等 特异 性 结构 。 


2.1.2 育种 


在 担子 菌 中 ,无 隔 担子 菌 的 有 性 生殖 过 程 中 不 需要 同一 个 种 的 不 同 交配 型 的 菌 丝 进行 
融合 。 而 有 隔 担 子 菌 的 有 性 生殖 过 程 必 须 经 过 不 同 交配 型 的 菌株 的 细胞 融合 ,才能 进行 核 
配 。 不 同 交 配 型 的 菌株 在 交配 型 位 点 上 含有 不 同 的 等 位 基因 。 通 过 这 种 方式 , 远 系 繁殖 得 
以 进行 。 有 隔 担 子 菌 种 类 可 以 分 为 两 种 类 型 :二 极 性 群 和 四 极 性 群 。 二 极 性 群 种 类 如 黑 粉 
菌 ,自身 不 育 性 由 一 个 多 等 位 基因 位 点 控制 ,其 减 数 分裂 过 程 中 不 同等 位 基因 的 分 离 比 率 
是 1: 1。 四 极 性 群 种 类 则 有 两 个 不 连锁 的 等 位 基因 控制 , 减 数 分 裂 形成 4 种 不 同 的 分 
离子 。 

次 生 的 无 隔 担子 类 群 如 Agricus bisporus 可 以 是 二 极 性 ,也 可 以 是 四 极 性 。 在 这 样 的 
种 类 中 , 减 数 分 裂 形 成 的 4 种 产物 中 的 两 种 进入 一 个 担 孢 子 。 当 两 种 亲 和 的 交配 型 的 菌 丝 
相遇 , 则 可 以 发 生 菌 丝 融 合 。 因 此 ,这 个 系统 很 难 进行 经 典 的 遗传 学 分 析 。 


2.1.3 交配 型 


交配 型 位 点 调控 有 性 生殖 的 过 程 是 高 度 一 致 的 。 调 控 过 程 可 以 分 为 双核 的 形成 和 子 
实体 的 发 育 等 不 连续 的 步骤 ,在 玉米 黑 粉 菌 中 ,交配 型 位 点 还 调控 致 病 性 。 交 配 型 位 点 控 
制 着 转录 因子 \ 信 息 素 和 信息 素 受 体 的 生物 合成 。 一 般 情 况 下 ,控制 调节 交配 形成 的 转录 
因子 的 位 点 称 为 mat T. 位 点 ,而 控制 信息 素 / 信 息 素 受 体 的 位 点 称 为 matP 位 点 。 二 极 性 的 
种 类 中 ,这 两 个 位 点 高 度 连锁 在 一 起 ,在 减 数 分 裂 过 程 中 很 难 分 离 。 而 四 极 性 的 种 类 ,这 两 
个 位 点 存在 于 不 同 的 染色 体 上 。 还 有 其 他 的 交配 型 位 点 的 分 布 情况 ,但 主要 是 这 两 种 情况 
适合 于 进行 经 典 的 遗传 学 分 析 。 


2.2 菌株 分 离 


2.2.1 从 经 过 减 数 分 裂 的 二 倍 体 菌 体 上 分 离 单 倍 体 


在 黑 粉 菌 中 ,为 了 获得 单 倍 体 的 酵母 状 细胞 ,首先 要 收获 冬 孢 子 。 将 发 病 的 寄主 组 织 
研 碎 过 滤 ,在 1. 5% 硫 酸 铀 溶液 中 过 夜 ,除去 杂质 细胞 , 平 铺 于 营养 培养 基 上 ,27 一 32\C 条 件 
下 培养 两 天 后 , 冬 孢 子 经 过 减 数 分 裂 , 形 成 原 担子 并 发 芽 ,产生 小 孢子 。 然 后 用 无 菌 水 将 单 
倍 体 的 小 孢子 洗 下 。 然 后 将 收集 到 的 小 孢子 稀释 , 按 每 个 培养 亚 100 个 小 孢子 的 浓度 涂 于 
水 琼脂 平板 培养 钨 上 。 等 到 小 孢子 发 芽 形 成 小 菌落 , 则 可 以 将 单个 菌落 转移 到 新 的 平板 
上 ,获得 单 倍 体 菌 株 。 

单 倍 体 菌 株 可 以 通过 分 离 丝 状 的 异 宗 配合 菌 体 上 担 孢 子 获 得 ,有 时 也 从 次 生 的 同宗 配 
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合 的 担子 菌 上 洗 下 担 孢 子 , 涂 于 培养 四 上 , 待 担 孢 子 萌发 形成 单 钨 子 菌落 获得 。 还 可 以 直 
接 从 野外 的 担子 菌 成 熟 的 担子 果 中 收集 担 孢 子 , 在 实验 室 中 分 离 获 得 。 在 培养 担 孢 子 萌发 
过 程 中 ,往往 要 在 平板 上 加 入 抗生素 防止 细菌 的 污染 。 一 般 抗 生 素 的 使 用 浓度 为 :青霉素 
25 000U/ml , HERR 25mg/ml, ER 50mg/ml。 在 实验 室 中 , 担 孢 子 的 形成 往往 需要 一 定 
条 件 的 诱发 ,不 同 种 类 条 件 有 所 不 同 。 


方案 9 鬼 伞 菌 在 人 工 培 养 条 件 子 实 体 和 担 孢 子 的 产生 


仪器 与 设备 : 
1. 尖锐 的 钨 针 长 约 2—3cm, 直径 在 0. 3mm 的 锦 针 ,固定 在 一 个 接种 针 枉 上 。 
2. 25—28'C (40W 左右 的 日 光 灯 ) 的 光照 培养 箱 , 能 够 进行 湿度 调节 。 
3. 顶部 有 光照 的 通风 箱 , 底 部 可 以 加 湿 纸 巾 保湿 。 
4. YMG 琼脂 平板 或 YMG/T 琼脂 平板 (在 YMG 琼脂 平板 中 加 入 100mg/L EAR). 
方法 与 步骤 : 
1. 将 钨 针 在 火焰 上 烧 两 次 , 待 针 尖 冷 却 后 ,用 钨 针 从 生长 旺盛 的 菌落 边缘 切 下 一 小 片 
( 约 2 mm ) 带 培养 基 的 菌落 ,转移 到 一 个 新 的 琼脂 平板 上 *。 
2. 至 于 通风 箱 中 37 人 黑暗 培养 至 菌 丝 尖端 刚刚 长 到 平板 的 边缘 。 
3. 将 培养 亚 转 移 到 培养 箱 中 ,温度 25 ,湿度 在 8096—90?6,12h 黑暗 /12h 光照 循环 
条 件 下 培养 约 1 周 左右 , 子 实体 会 从 平板 的 菌 丝 体 上 长 出 并 逐渐 成 熟 8。 
4. 当 子 实体 盖 开 裂 孢 子 颜 色 变 黑 时 ,用 Iml 的 无 菌 水 将 孢子 洗 下 ,收集 到 一 个 1. 5ml 
的 离心 管 中 。 
5. 镜 检 和 孢子 深度 ,将 孢子 浓度 稀释 至 约 10;/ml, 取 0. 1 ml 均匀 涂 于 一 个 新 的 水 琼脂 平 
板 上 。 或 者 在 未 稀释 前 存放 于 4C ,以 备用 *。 
6. 37 论 培养 孢子 1 一 2 K. 
7. 待 孢 子 萌发 形成 小 菌落 时 ,将 带菌 落 的 小 琼脂 片 切 下 ,转移 到 新 的 培养 严 中 继续 
生长 4。 
注 :a， 双 核 菌 丝 体 非常 坚硬 ,用 金属 钨 做 的 挑 针 非常 适合 切取 担子 菌 的 菌 丝 体 。 
b. 循环 光照 、 较 高 的 湿度 条 件 ,从 37C 到 25C 的 温度 转换 对 子 实体 的 产生 非常 重要 。 
c. 在 4C 条 件 下 , 担 孢 子 可 以 存放 几 个 月 而 不 影响 萌发 。 
d. 在 低 倍 显微镜 下 进行 单 菌落 的 挑选 是 常用 的 方法 。 


2. 2.2 通过 双核 菌 丝 的 脱 双核 化 分 离 单 倍 体 菌 株 


当 子 实体 难以 获得 或 者 担 孢 子 不 能 萌发 时 ,可 以 通过 双核 菌 丝 的 去 双核 化 获得 单 倍 体 
菌株 。 这 个 方法 的 重要 性 还 在 于 ,在 一 种 同宗 配合 的 担子 菌 中 ,双核 菌 丝 中 的 双核 不 发 生 
融合 ,但 在 减 数 分 裂 时 ,不 同 基因 型 的 担 孢 子 却 可 以 经 常 融合 。 以 下 是 去 双核 化 的 方法 ,对 
于 次 生 同宗 配合 的 种 类 很 有 用 。 

(1) 从 一 些 种 类 (C，cinereus,Pholiota nameko ) 的 双核 菌 丝 体 产生 的 无 性 孢子 中 分 离 
单 倍 体 无 性 孢子 ,并 使 其 萌发 见方 案 4, 有 些 种 类 如 C. cinereus 等 , 产 孢 过 程 需要 进行 光 
诱导 。 

(2) 对 于 在 双核 体 上 难以 产生 单 倍 体 无 性 孢子 的 种 类 如 S. commune ,制作 其 原生 质 体 
并 使 其 萌发 再 形成 菌 丝 。 
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(3) 在 灭 菌 的 韦 氏 搅 切 器 中 将 菌 丝 体 破碎 ,然后 将 菌 丝 平 铺 在 平板 上 。 这 是 在 原生 质 
体 不 能 得 到 时 采用 的 一 种 效率 不 高 的 替代 方法 。 

(4) 微 手 术 

1) 在 隔膜 形成 后 但 锁 钧 状 细胞 还 没有 与 原 细 胞 融合 时 ,用 一 个 尖锐 的 微 操 作 针 通过 穿 
刺 ,将 生长 菌 丝 的 最 顶端 细胞 . 亚 项 端 细胞 的 下 游 细 胞 、 锁 钩 状 细胞 直接 杀 死 ,只 留 下 单 核 
的 亚 项 端 细胞 存活 生长 。 由 于 双核 细胞 在 每 一 次 的 分 裂 过 程 中 ,2 个 核 交 蔡 其 领先 的 位 置 ， 
决定 哪个 细胞 核 进 入 锁 钧 状 细胞 ,哪个 进入 亚 顶 端 细胞 。 通 过 这 种 方法 ,理论 上 可 以 得 到 
任何 一 个 单 核 的 菌株 。 

2) 在 固体 培养 基 上 分 离 的 C. cinereus 双核 的 厚 垣 孢子 ,以 及 子 实体 外 围 大 型 细胞 在 
萌发 时 向 两 端 生 长 的 细胞 中 ,每 一 个 细胞 都 是 单 核 细胞 。 在 这 2 个 细胞 重新 结合 之 前 ,在 解 
剖 镜 下 用 挑 针 将 一 端的 细胞 穿刺 杀 死 ,就 可 以 分 离 到 单 核 的 菌株 。 

(5) 在 含有 亚 致 死 浓度 的 药剂 (如 胆 盐 、 牛 胆汁 、 胆 酸 钠 、Cu?+ ,Zn^* Cret 、 砷 化 物 ) 的 
平板 上 培养 双核 菌 丝 , 则 可 以 获得 含有 抗 性 较 强 的 细胞 核 的 单 核 菌 丝 。 

(6) 生长 在 低 磷 、 低 镁 ,含有 3% 一 8%% 甘 氨 酸 或 蛋白 肪 .2% 葡 萄 糖 的 饥 猴 培养 基 上 的 
双核 菌 丝 可 导致 单 核 菌 丝 的 向 外 生长 。 


2.2.3 通过 配合 形成 双核 体 


在 合适 的 温度 条 件 下 (U. maydis 是 32C,M. violaceae 是 15—20'C) ,在 特殊 碳 源 的 
培养 基 (U. maydis) 或 水 琼脂 培养 基 上 CM、 violaceae) ,能 够 亲 和 的 2 种 不 同 交配 型 单 倍 体 
的 小 孢子 萌发 后 相遇 ,可 以 结合 成 为 双核 体 。 但 是 ,双核 体 的 进一步 发 育 必须 是 在 寄主 上 
进行 。 为 了 获得 这 类 真菌 的 冬 孢 子 , 一 定 浓度 的 不 同 交 配 型 单 核 细 胞 的 混合 悬浮 液 (107 — 
10 个 细胞 /ml) 通 过 注射 进入 寄主 的 节 或 叶片 (U. maydis 要 处 理 4 一 10 天 的 幼苗 ,而 M. 
violaceae 处 理 幼 嫩 的 植株 ) 。 约 10 天 后 ,在 寄主 发 病 的 肿 大 部 位 可 以 形成 冬 孢 子 。 此 时 可 
以 收集 冬 孢 子 , 在 用 硅胶 作为 干燥 剂 的 干燥 器 中 可 以 保存 数 年 。 

实验 室 中 进行 交配 型 测试 时 ,一般 是 从 已 经 生长 好 的 2 个 单独 培养 的 单 倍 体 菌株 的 菌 
落 边缘 切取 小 块 菌落 ,放置 在 YNG 或 其 他 合适 的 培养 基 的 平板 上 对 峙 培养 ,2 个 不 同 交 配 
型 菌 丝 块 的 间隔 约 1 一 2cm。 进 行 交 配 实验 的 平板 置 于 合适 的 温度 下 培养 CC.， cinereus 约 
37C ,虽然 有 时 在 较 低 温度 如 24 一 30C 条 件 下 更 有 利于 交配 结合 ) 。 随 后 菌 丝 融 合 , 双 核 菌 
丝 可 以 在 3 个 部 位 长 出 :交接 区 域 及 2 个 交配 型 菌株 的 外 边缘 。 在 交配 过 程 中 ,细胞 核 将 发 
生 交 换 , 并 通过 交配 型 双方 的 同 核 体 菌 丝 (homokaryotic hypha) 移 动 ,直到 它们 在 菌 丝 先端 
相遇 并 同步 分 裂 , 形 成 双核 体 。 由 于 线粒体 没有 交换 ,在 同 核 体 边缘 的 双核 体 将 是 遗传 异 
质 的。 在 双方 交界 的 部 位 形成 的 融合 细胞 中 ,线粒体 是 可 以 发 生 融 合 交换 的 。 由 于 线粒体 
可 以 影响 双核 体 的 表 型 ,因此 可 以 从 同 核 菌 丝 的 边缘 获得 单一 线粒体 的 双核 体 。 但 是 ,有 
些 种 类 如 C. cinereus 的 双核 体 仅 在 交接 部 位 形成 。 


2. 2.4 特殊 遗传 条 件 下 的 菌株 分 离 


当 要 对 交配 型 位 点 的 功能 进行 分 析 时 ,常常 需要 在 1 个 交配 型 菌株 或 者 2 个 交配 型 菌 
株 中 构建 异 核 体 ,这 个 异 核 体 包含 了 原来 交配 型 的 遗传 信息 。 一 般 情况 下 , 蜡 核 体 很 不 稳 
定 ,需要 存在 一 个 选择 压力 ,才能 对 双核 体 进行 保存 。 将 2 个 不 同 营养 缺陷 型 标记 的 菌 丝 块 
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置 于 营养 缺乏 培养 基 上 , 当 菌 丝 融 合 时 , 由 于 融合 的 细胞 中 营养 缺陷 得 到 互补 ,因此 ,可 以 
长 出 菌 丝 ,形成 菌落 。 对 于 同宗 配合 的 种 类 如 P. chrysogenium ,在 不 同 营养 缺陷 型 菌株 之 
间 形 成 双核 体 , 是 经 常 使 用 的 方法 。 通 过 这 种 方法 , 异 核 体 减 数 分 裂 形 成 的 分 离 后 代 在 缺 
乏 培 养 基 上 可 以 达到 异 核 体 与 单 倍 体 营养 缺陷 型 之 间 的 平衡 。 

在 C. cinereus 中 ,通过 收集 粉 抱 子 然 后 铺 于 营养 缺乏 培养 基 上 培养 , 双 售 体 体 细胞 可 
以 从 有 选择 压力 的 条 件 下 分 离 得 到 commonA 和 common AB 异 核 体 。2 个 不 同 的 含有 一 
个 细胞 核 的 粉 移 子 可 以 融合 形成 异 核 体 ,其 频率 是 103 一 104。 只 有 蜡 核 体 的 细胞 才能 进 一 
FERA. S. commune 的 双 倍 体 菌 丝 可 以 在 common. AB 异 核 体 上 形成 ,这 样 的 菌 丝 中 
的 细胞 核 含有 2 个 营养 缺陷 型 标记 。 由 于 这 2 个 标记 的 细胞 核 在 一 个 细胞 中 ,功能 互补 , 因 
而 可 以 在 营养 缺乏 培养 基 上 生长 。 玉 米 黑 粉 菌 的 原 养 细胞 通过 在 室温 或 15C 条 件 下 ,将 亲 
和 的 2 种 交配 型 的 营养 缺陷 型 细胞 在 交配 培养 基 上 培养 24h 后 ,再 涂 于 营养 缺乏 培养 基 上 
进行 选择 性 分 离 获 得 。U. maydis 中 获得 的 a 关 b 关 双 倍 体 ( 交 配 型 的 2 个 位 点 都 杂 合 ) 在 炭 
源 培养 基 上 是 细 丝 状 ;如 果 用 低 剂 量 的 紫外 辐射 (15% 一 30% 存 活 率 ) 诱 变 后 , 菌 丝 体 通 过 
有 丝 分 裂 和 基因 重组 ,可 以 形成 a 关 b 二 双 售 体 (a 位 点 杂 合 ) 或 ==b 关 双 倍 体 (b 位 点 杂 合 )， 
可 以 在 平板 上 获得 一 个 位 点 杂 合 的 酵母 状 双 倍 体 细胞 。a 天 b 天 双 倍 体 和 a 二 b 关 双 售 体 称 
为 “solo- 致 病 性 ” 菌 体 ,可 以 对 寄主 致 病 并 产生 冬 孢 子 而 不 必 经 过 再 与 其 他 菌株 交配 。 在 转 
化 时 通过 同 源 重组 ,可 以 在 内 源 的 b 位 点 掺 人 亲 和 的 b 交配 型 基因 ,而 获得 单 倍 体 “solo- 致 
病 性 ” 菌 体 ,这 类 突变 体 非常 适合 于 分 离 致 病 基因 。 

在 无 隔 担子 菌 中 ,具有 交配 型 缺陷 的 自身 亲 和 同 核 体 在 单 倍 体 条 件 下 ,对 研究 同 核 体 
基因 在 双核 体 中 的 功能 方面 ( 子 实体 的 形成 、 减 数 分 裂 等 ) 具 有 特殊 意义 。 这 些 同 核 体 可 以 
自发 突变 形成 ,也 可 以 通过 化 学 物质 处 理 诱 变 获 得 。 当 有 正 向 选择 方法 时 ,这 样 的 突变 体 
比较 容易 筛选 得 到 。 含 有 担 孢 子 的 子 实体 在 形成 时 就 带 有 突变 位 点 。 这 样 的 突变 很 少 发 
生 , 但 对 含有 突变 的 子 实 体 采 用 正 向 选择 方法 ,还 是 比较 容易 筛选 获得 的 。 突 变 发 生 在 两 
个 不 同位 点 时 ,可 以 通过 共 培 养 这 2 种 菌株 ,在 含有 交配 型 信息 的 突变 体 上 可 以 形成 子 实 
体 。 可 以 采用 只 对 一 个 位 点 有 选择 标记 的 培养 基 产 生 担 孢子 ,在 不 同 的 选择 培养 基 上 独立 
筛选 获得 突变 体 。 在 不 同位 点 突变 的 不 同 突变 子 的 细胞 核 在 交配 过 程 中 能 够 在 同一 个 细 
胞 中 发 生 融 合 。 在 C. cinereus 和 S. commune 中 ,交配 型 的 2 个 位 点 的 突变 体 都 可 以 获得 。 
由 于 位 点 A 的 基因 和 位 点 B 的 基因 都 可 以 进行 DNA 转化 ,也 可 以 在 转化 中 通过 染色 体 整 
合 而 获得 交配 型 基因 突变 体 。 


2. 2.5 分 离 培 养 物 的 保存 和 维持 


由 于 长 时 间 培 养 可 以 积累 自发 突变 而 造成 基因 型 的 改变 ,因此 , 当 筛 选 到 有 意义 的 突 
变 子 或 者 从 其 他 实验 室 获 得 后 ,要 尽快 准备 冻 存 培养 物 。 酵 母 状 细胞 ,例如 玉米 黑 粉 蕊 的 
液体 培养 物 , 可 以 用 灭 菌 甘油 稀释 15% 一 30% ,然后 存放 于 一 80"C 。 在 这 种 条 件 下 ,培养 物 
可 以 保存 相当 长 的 时 间 , 并 且 复 壮 时 所 需要 的 菌 体 很 少 。 担 子 菌 的 菌 丝 体 , 先 在 平板 上 充 
分 培养 ,然后 分 成 小 块 , 将 15 一 20 块 小 菌 块 放 到 含有 lml 15% 甘 油 的 灭 菌 水 的 2. 5ml 冻 存 
管 中 ,存放 于 一 80'C。 复 壮 时 , 先 将 冻 存 管 解冻 ,然后 将 含 甘油 的 液体 去 除 , 所 有 的 菌 丝 块 
都 转移 到 平板 上 培养 。 实 验 表明 ,复壮 C. cinereus 时 也 可 以 只 取出 一 至 几 块 菌 丝 块 进 行 培 
养 复壮 。 工 作 培养 物 可 以 连续 使 用 几 个 月 ,时 间 的 长 短 根据 突变 体 的 稳定 性 具体 而 定 。 
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2.3 遗传 互补 


在 黑 粉 菌 中 ,遗传 互补 研究 是 通过 在 交配 培养 基 上 交配 ,然后 在 选择 培养 基 上 筛选 双 
核 体 菌株 ,通过 对 双核 体 表 型 是 否 产 生 了 功能 互补 的 表 型 来 进行 的 。 在 四 极 体 类 型 的 
U. maydis 中 ,营养 缺陷 性 标记 必须 都 有 不 同 的 a 交配 型 位 点 (控制 细胞 融合 ) 菌 株 , 而 特异 
的 b 交配 位 点 (控制 致 病 性 和 融合 以 后 的 交配 事件 ) 可 以 相同 ,也 可 以 不 同 。 在 无 隔 担 子 菌 
中 , 菌 丝 融合 与 交配 型 是 各 自 独立 的 事件 ,代谢 缺陷 的 互补 研究 可 以 通过 双核 体 进行 ,也 可 
以 通过 在 选择 条 件 下 的 异 核 体 进行 。 不 论 在 自身 亲 和 的 AmutBmut 菌株 是 否 有 发 育 缺 陷 ， 
都 可 以 通过 有 代表 性 的 AmutBmut 突变 体 菌 株 来 建立 。 


2.4 遗传 图 谱 


在 C. cinereus, Schizophyllum commune fll M. violaceae 中 ,通过 有 性 和 准 性 遗传 重 
组 ,已 经 获得 了 很 精细 的 遗传 图 谱 。 在 C. cinereus 有 108 个 遗传 标记 ,在 Schizophyllum 
commune 中 有 66 个 遗传 标记 ,在 M. violaceae 中 有 43 个 遗传 标记 ,遗传 标记 分 布 于 不 同 的 
染色 体 上 。 虽 然 经 典 遗 传 学 的 前 期 重要 工作 已 经 进行 ,但 是 通过 突变 体 分 析 进 行 遗 传 学 研 
究 还 是 很 有 价值 的 。 一 些 很 好 的 遗传 分 析 方 法 能 够 大 大 降低 筛选 突变 体 的 工作 量 , 而 且 新 
的 方法 给 经 典 遗 传 学 提出 了 新 的 任务 。 


2.4.1 通过 有 性 重组 绘制 遗传 图 谱 


经 典 的 遗传 图 谱 运 用 突变 体 和 野生 型 菌株 杂交 。 在 多 数 担子 菌 中 ,2 个 遗传 标记 的 重 
组 率 能 够 反映 这 两 个 标记 之 间 的 连锁 距离 。 重 组 后 的 基因 通过 杂交 ,在 有 性 生殖 产生 的 后 
代 中 随机 分 离 。 一 般 情况 下 ,在 分 析 分 离 后 代 中 表 型 标记 的 分 布 时 ,可 以 先 将 担 孢 子 放 在 
非 选择 性 培养 基 上 萌发 。 对 于 形态 学 标记 ,菌落 可 以 直接 进行 分 析 。 由 于 含有 营养 缺陷 型 
标记 或 抗 性 标记 ,将 后 代 菌 落 转移 到 选择 性 培养 基 上 ,或 置 于 选择 性 培养 条 件 下 培养 (对 于 
环境 条 件 致死 性 突变 体 ) ,或 者 当 研究 形态 缺陷 如 子 实体 发 育 缺 陷 等 标记 时 ,将 待 测 菌落 在 
非 选择 性 条 件 下 和 选择 性 条 件 下 平行 培养 ,然后 对 比 观察 在 2 种 条 件 下 的 表 型 特征 ,是 获得 
两 个 标记 在 杂交 后 代 中 的 分 布 率 的 最 简洁 快速 的 方法 。 当 亲 代 的 表 型 比例 明显 大 于 非 亲 
代 的 表 型 比例 时 ,说 明 两 个 标记 之 间 是 连锁 的 。 在 不 连锁 的 情况 下 ,双亲 表 型 和 非 双 亲 表 
型 的 比例 大 体 相 等 。 

在 担子 菌 的 遗传 杂交 过 程 中 ,被 测 菌株 的 遗传 背景 常常 被 忽略 。 由 此 带 来 的 结果 是 ， 
偏离 的 孟 德 尔 遗 传 分 离 按 正常 的 进行 了 记录 。 例 如 有 些 是 因为 转化 或 突变 造成 的 影响 , 亲 
代 菌 株 在 杂交 后 ,不 同 基因 型 子 代 的 孢子 萌发 率 不 同 ,会 造成 测定 基因 分 离 频 率 时 出 现 偏 
差 。 为 了 避免 在 以 后 的 分 析 中 出 现 不 必要 的 误差 ,理想 的 经 典 遗传 分 析 采 用 共 分 离 的 菌株 
进行 。 共 分 离 菌株 通常 是 经 过 对 一 个 特定 亲 代 进行 重复 回 交 获 得 。 回 交 的 次 数 可 以 用 以 
下 的 公式 估计 (Leslie 公式 ); 

CX) = 2c(1/2)^ — c(4/2)?* ! 。、 其 中 Clr) 是 一 个 菌株 中 还 有 的 异 源 发 生 的 染色 体 的 
平均 数 ,c 是 单 倍 体 染色 体 数 目 ,n 是 回 交代 数 。 

这 个 公式 表明 ,一 个 菌株 的 单 倍 体 细胞 中 的 染色 体 数目 决定 了 回 交 的 次 数 。 
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2.4.2 电泳 核 型 和 RFLP 分 析 


电泳 核 型 技术 现在 也 用 于 辅助 绘制 遗传 图 谱 。 经 典 的 遗传 分 析 只 能 对 有 标记 基因 的 
染色 体 进行 分 析 , 而 核 型 鉴定 可 以 知道 染色 体 的 绝对 数量 。 一 般 情况 下 ,同一 个 种 的 不 同 
分 离 物 的 同 源 染 色 体 的 长 度 不 是 完全 相同 的 。 这 些 在 后 代 中 的 长 度 多 态 性 可 以 用 CHEF 
凝 胶 电泳 检测 。 对 能 够 表现 表 型 特征 的 菌落 来 讲 , 在 单个 染色 体 上 存在 的 表 型 标记 可 以 连 
续 应 用 。 相 对 于 通常 情况 下 需要 对 第 一 次 杂交 的 后 代 进 行 大 量 分 离 分 析 , 通 过 突变 后 代 对 
野生 型 亲 代 重复 回 交 ,可 以 非常 有 效 地 减少 变异 染色 体 的 数目 。 每 一 次 回 交 都 可 以 消除 一 
些 原先 突变 存在 的 变异 染色 体 数目 。 最 好 的 情况 是 ,在 突变 体 后 代 和 野生 型 菌株 之 间 只 有 
一 条 染色 体 不 同 。 这 条 变异 的 染色 体 或 者 是 从 原始 突变 菌株 传递 过 来 的 ,或 者 是 通过 2 个 
菌株 的 染色 体重 组 得 到 的 。 需 要 进行 回 交 的 次 数 要 依赖 于 出 发 菌 的 绝对 染色 体 数目 。 例 
如 ,C. cinereus 含有 13 条 染色 体 ,S. commune 含有 11 条 染色 体 , 一 般 3 一 4 次 回 交 就 足够 
了 。 这 种 方法 对 减少 变化 的 染色 体 数目 很 有 效 。 


方案 10 通过 CHEF XE Ri kA Bp C. cinereus 的 染色 体 


设备 与 试剂 : 

1. CHEF 电泳 系统 (Bio-Rad 公司 ) ,包括 一 个 Bio-Rad 12. 7cmX14. 0cm(5 英寸 X5.5 
英寸 ) 英 寸 的 制 胶 模具 和 形成 加 样 栓 的 模具 ,一 般 要 在 一 个 冷 房间 中 装配 。 

2. 接 通电 泳 构 的 冷却 水 。 

3. 带 正 电 的 杂交 膜 。 

4. MM 缓冲 液 ”新 鲜 配制 ,用 2 体积 的 灭 菌 1mol/L 甘露 醇 ,1 体积 0.2mol/L 顺 丁 烯 
二 酸 盐 (或 酯 )pH5. 5,1 体积 的 灭 菌 水 配制 。 

5. 原生 质 体 ,在 MM 缓冲 液 中 的 浓度 是 6X108/ml。 

6. 用 MM 缓冲 液 配 制 的 2% 低 熔点 琼脂 糖 胶 , 保 持 在 50'1C 。 

7. Tris-EDTA 溶液 ”0.0lmol/L Tris-HCl pH9. 5,0. 3mol/L EDTA ,过 滤 , 灭 菌 。 

8. NDS 用 Tris-EDTA 溶解 2% N- 月 桂 酰 肌 氨 酸 (N-lauroyl sarcosine) 和 1mg/ml Æ% 
ó K, MERA., 

9. TBE 45mmol/L Tris 碱 ,45 mmol/L 硼酸 ,1. 22mmol/L EDTA pH8. 3, 

10. Bio-Rad 染色 体 梯 度 琼脂 糖 ( 用 于 3 一 4Mb 大 小 的 染色 体 ) 或 者 Beckman LE 琼脂 
AXE OR T 1 一 2Mb 大 小 的 染色 体 ) 。 

方法 与 步骤 : 

l. 加 样 栓 的 准备 

(1) 将 原生 质 体 与 琼脂 糖 溶液 按 1 : 1 的 比例 混合 ,立即 加 到 加 样 栓 的 模具 中 ,在 4C 冷 
却 20 min。 

(2) 用 金属 抹 刀 将 加 样 栓 转 移 到 空 的 培养 下 中 ,用 NDS 溶液 完全 覆盖 ,在 50 人 保温 24h。 

(3) 用 20ml 的 Tris-HCl -4€ NDS, 将 处 理 好 的 加 样 栓 保存 在 4C 备 用 。 

2. 凝 胶 的 准备 

(1) 在 制 胶 模 具 中 用 0.5XTBE 配制 琼脂 糖 凝 胶 (1%,W/V,Beckman 琼脂 糖 或 者 
0. 9%Bio-Rad 琼脂 糖 )140ml。 
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(2) 将 琼脂 -原生 质 体 加 样 栓 (6mmX 9mm) 加 到 上 样 孔 中 ,用 1% 低 熔点 琼脂 糖 凝 胶 封 住 。 

(3) 在 凉 现 的 房间 中 ,用 CHEF-DR 开 电泳 槽 进行 电泳 ,电压 60V, 用 0.5XTBE 电泳 缓 
冲 液 ,22min/ 次 电 脉冲 ,电泳 约 6 天 。 

(4) 电泳 期 间 保 持 电 泳 槽 温度 在 1ATC ,循环 水 温度 在 4 一 9'C 。 

(5) 每 天 更 换 ]1 次 电泳 液 。 

(6) 电泳 结束 后 ,用 0. 5ug/ml 的 省 化 乙 锭 染色 1h, FER. 

(7) 如 果 Southern 杂交 已 经 准备 就 绪 , 将 米色 体 转 移 到 杂交 膜 上 ,用 合适 的 基因 探 针 
进行 杂交 。 

通过 电泳 分 离 染 色 体 ,采用 Southern 杂交 的 方法 ,可 以 得 到 某 个 基因 是 否定 位 于 那 条 
染色 体 上 的 信息 。 但 是 ,这 种 技术 不 能 告诉 我 们 目的 基因 与 已 经 知道 的 同 染 色 体 上 的 标记 
的 遗传 距离 。 为 了 知道 目的 基因 在 该 染色 体 上 的 确切 位 置 ,用 含有 标记 的 菌株 与 带 有 目的 
基因 的 菌株 进行 杂交 就 势 在 必 行 。 传 统 上 ,遗传 图 谱 的 制作 要 求 不 同 的 基因 位 点 通过 杂交 
产生 不 同 的 表 型 。 在 构建 遗传 图 谱 过 程 中 可 以 选用 许多 这 样 的 标记 , 这 些 标记 绝 大 多 数 来 
A 20 世纪 60—70 年 代 , 其 模式 培养 物 保存 在 如 ATCC 等 保藏 机 构 , 可 以 从 这 些 研 究 保藏 
机 构 获 得 。 或 者 可 以 从 最 初 的 研究 者 的 实验 室 获 得 。 当 然 ,也 有 一 些 经 过 多 年 已 经 丢失 。 
但 是 ,分 子 标记 可 以 用 RFLP 比较 容易 地 得 到 。 分 子 标记 可 以 进行 遗传 连锁 研究 ,进而 制 
作物 理 图 谱 。 当 遇 到 连锁 很 近 的 基因 位 点 ,这 个 信息 可 以 通过 染色 体 步 行 的 方法 克隆 目的 
基因 。 真 菌 基因 组 计划 的 实施 ,为 物理 图 谱 的 构建 提供 了 坚实 的 基础 。 


2.4.3 四 分 体 分 析 


四 分 体 分 析 比 随机 孢子 分 析 有 许多 优越 性 。 孢 子 生活 力 缺 陷 比 较 容易 得 到 检测 ,需要 
分 析 的 后 代数 目 也 可 以 大 大 减少 。 而 且 , 在 顺序 确定 的 四 分 体 中 进行 连锁 分 析 时 ,中 心 体 
作为 另外 的 标记 ,可 以 显示 在 经 过 第 一 次 分 裂 或 第 二 次 分 烈 后 ,遗传 标记 是 否 已 经 分 离 。 
然而 ,担子 菌 中 的 四 分 体 通常 不 能 确定 其 顺序 ,因此 ,孢子 重 排 不 能 得 到 关于 减 数 分 裂 模 型 
的 任何 结论 ,通常 还 是 要 进行 两 个 标记 之 间 的 遗传 分 析 。 

在 玉米 黑 粉 菌 中 ,无 序 的 四 分 体 分 析 很 容易 进行 ,因为 冬 孢 子 很 容易 分 离 。 将 合适 稀 
释 度 的 孢子 溶液 涂 于 固体 培养 基 上 ,在 显微镜 下 ,用 一 只 很 细 的 挑 针 就 可 以 进行 小 孢子 的 
单 抱 分 离 。 或 者 可 以 将 一 定 稀释 度 的 小 孢子 甚 浮 液 涂 于 新 鲜 固体 培养 基 上 培养 ,使 其 形成 
单 钨 菌落 。 形 成 的 菌落 可 以 通过 表 型 的 比例 进行 遗传 分 析 。 一 旦 一 个 标记 可 以 确定 在 着 
丝 粒 附近 , 它 就 可 以 作为 一 个 特定 着 丝 粒 的 指示 。 在 M. violaceae, 菌 落 颜色 基因 家 族 标记 
分 布 在 着 丝 粒 附近 ,使 半 四 分 体 分 析 可 以 很 容易 地 进行 : 冬 孢 子 可 以 直接 涂 于 选择 性 培养 
基 上 ,使 四 分 体 担 孢 子 中 的 2 个 孢子 发 芽 ,正常 颜色 的 菌落 显示 第 一 次 减 数 分 裂 的 分 离 , 选 
择 性 菌落 代表 第 二 次 减 数 分 裂 事 件 。 在 亲 代 菌落 和 非 亲 代 菌落 的 平均 比例 代表 2 个 分 子 标 
记 的 独立 分 离 。 任 何 显著 性 的 偏离 (方差 ) 代 表 了 颜色 标记 和 第 二 个 标记 之 间 的 连锁 距离 。 
冬 孢 子 菌落 中 混合 颜色 菌落 比例 可 以 估计 与 着 丝 粒 连锁 的 标记 的 频率 ,通过 公式 (T/2)/NX 
100 来 计算 。 其 中 ,T= 四 分 体 表 型 的 数量 的 绝对 值 ,N= 二 菌落 数量 的 绝对 值 。 

在 绝 大 多 数 的 无 隔 担子 菌 中 ,在 减 数 分 裂 过 程 中 的 遗传 特点 只 能 通过 将 孢子 悬浮 液 涂 
于 萌发 培养 基 上 ,然后 采用 随机 孢子 分 析 的 方法 进行 研究 。 但 是 ,由 于 孢子 体积 相对 较 大 ， 
同型 核 配 和 在 一 个 特定 的 子 实体 中 的 减 数 分 裂 和 黑色 孢子 色素 形成 显示 的 突变 ,在 
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C. cinereus 中 采用 显 微 手 术 分 析 四 分 体 的 操作 是 可 以 进行 的 ,C. cinereus 菌 盖 自 行 溶解 时 
表示 子 实体 已 经 成 熟 , 这 个 快速 过 程 可 以 通过 转移 子 实体 到 AIC 而 阻止 。 而 且 单 个 菌 禄 在 
需要 时 可 以 转移 到 合适 的 条 件 下 ,以 备 随 后 的 实验 要 求 。 


方案 11 C. cinereus 的 四 分 体 分 离 


设备 与 试剂 : 
1. 具有 10X 物 镜 和 16X 目 镜 的 显微镜 , 附 有 微 手 术 操作 台 。 
2. 用 灭 菌 的 抹 刀 从 10ml 的 YMG(4% 琼 脂 ) 固 体 培养 基 上 切取 0. 5cm? 琼脂 凝固 片 。 
3. 分 别 适 合 显 微 镜 分 离 室 大 小 的 灭 菌 的 载 玻 片 。 
4. 用 直径 3mm 的 玻璃 棒 制 成 的 玻璃 针 , 固 定 到 微 手 术 台 上 。 
5. 支持 载 玻 片 的 培养 严 , 并 有 一 层 硅胶 。 
方法 与 步骤 : 
1. ARAKETA 2 层 菌 裙 中 ,将 菌 裙 撕 开 , 有 孢子 的 一 面向 上 , 放 到 显微镜 载 玻 片 
”的 一 端 ,使 其 干燥 。 

2. RH kd AA e| EE ME Spa HEEL ERA Eh, 

3. 将 载 玻 片 放 到 含有 一 层 干 燥 硅 胶 的 培养 严 中 快速 干燥 ,使 四 分 体 的 4 个 孢子 分 离 。 

4. 在 含有 硅胶 的 干燥 器 中 室温 保存 带 有 子 实体 的 载 玻 片 ?。 

9. 需要 时 ,用 微 手术 操作 挑 针 直 接 从 子 实体 上 ,或 者 从 载 玻 片上 取 下 四 分 体 孢 子 , 转 移 
到 琼脂 凝固 片上 ,将 琼脂 凝固 片 放置 在 一 个 载 玻 片 的 一 端 。 

6. 将 琼脂 片上 的 一 个 四 分 体 的 4 个 孢子 ,在 微 手 术 台 上 ,或 在 显微镜 下 ,直接 用 一 个 合 
适 的 玻璃 针 将 A 个 孢子 分 离 。 

7. 将 分 离 的 孢子 在 37C 过 夜 培养 ,使 其 萌发 。 然 后 ,用 钨 针 将 发 芽 的 孢子 转移 到 新 的 
平板 上 继续 培养 。 | 

Ha 在 很 多 情况 下 ,铺展 在 载 玻 片上 的 孢子 群体 往往 整个 四 分 体 聚 集 在 一 起 。 
b， 载 玻 片 可 以 保存 几 个 月 ,孢子 也 不 会 萌发 ， 


2. 4.4 用 准 性 生殖 构建 基因 图 谱 


准 性 生殖 循环 包括 双 倍 体 细胞 的 产生 ,有 丝 分 裂 重组 产生 双核 分 离子 ,再 经 单 核 化 或 
者 非 整 倍 分 离 。 在 实验 室 条 件 下 可 以 进行 减 数 分 裂 的 种 类 , 准 性 生殖 可 以 进行 连锁 分 析 ， 
但 一 般 不 需要 。 相 反 , 对 于 不 容易 进行 减 数 分 裂 的 类 群 , 其 营养 菌 体 又 很 发 达 , 如 
Armillaria mellea ,采用 准 性 生殖 重组 的 方法 是 进行 遗传 分 析 的 有 效 途 径 。 在 一 些 种 类 中 
(M. Violaceae) , 双 倍 体 核 通过 有 丝 分 裂 发 生 交 叉 交 换 的 频率 是 596, 在 其 他 种 类 中 ,有 丝 
重组 可 以 通过 低 剂量 的 紫外 线 照 射 加 以 提高 。 为 了 选择 用 于 双 倍 体重 组 事件 ,往往 要 用 低 
剂量 的 紫外 辐射 进行 单 核 化 诱导 。 或 者 用 0. 3mg/L. p-SOETPI AUR ,9— 15mg/L. DEAE SA DIE 
(thiabendazole) ,25ug/L 苯 来 特 (benomyl) , 20mg/L 灰 黄 霉 素 或 其 他 化 学 物质 处 理 , 标 记 
基因 之 间 的 连锁 分 析 过 程 如 同 子 赛 菌 遗 传 分 析 方 法 。 

双核 的 无 隔 担子 菌 具有 提供 育 性 和 给 单 倍 体 同 宗 配子 而 产生 新 的 双核 体 的 能 力 。 这 
个 过 程 称 做 “Buller 现象 ”, 在 “ 非 婵 出 的 ”双核 - 同 核 交配 系统 中 , 同 核 体 的 单 倍 体 核 与 双核 
体 的 每 一 个 细胞 核 只 有 半 亲 和 性 ,也 可 以 用 作 准 性 遗传 分 析 。 单 倍 体 核 与 双核 体 共 用 一 个 
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细胞 核 , 即 特异 的 A, 并 且 可 以 与 特异 的 B 交配 型 作用 。 在 这 种 “ 非 刀 出 的 ”交配 中 ,双核 体 
是 同 核 体 被 一 个 另外 的 交配 型 不 同 的 细胞 核 的 人 侵 中 产生 ,显示 在 原先 的 双核 体 中 存在 有 
短暂 的 双 倍 体 和 有 丝 分 裂 重 组 的 阶段 。 新 交配 型 的 特异 的 重组 核 一 般 包 含有 来 自 双亲 的 
另外 的 标记 ,类 似 地 ,在 Armillaria gallica 单 倍 体 和 双 倍 体 菌株 中 ,重组 细胞 核 带 有 同等 
或 不 等 的 来 自 单 倍 体 和 双 倍 体 双亲 的 基因 。 


2.5 自然 突变 体 


在 进行 发 育 过 程 研究 时 ,例如 子 实体 的 形成 ,从 野生 型 分 离 各 种 菌株 是 非常 有 用 的 方 
法 。 在 C. cinereus 中 ,4 种 在 子 实体 发 育 过 程 中 起 作用 的 基因 从 只 有 11 个 野生 型 菌株 的 
很 小 的 群体 中 分 离 出 来 。 这 些 基因 的 隐 性 位 点 导致 子 实体 发 育 缺 陷 , 在 自然 群体 中 明显 存 
在 ,由 于 在 1 个 子 实体 中 的 突变 后 代 , 在 双核 体 中 有 很 高 的 位 点 互补 机 会 而 得 不 到 表现 。 从 
野外 的 1 个 子 实体 中 的 后 代 中 分 离 的 发 育 突变 体 , 称 为 ichl, 是 由 于 一 个 控制 菌 盖 发 育 的 重 
要 基因 突变 形成 的 。 另 一 个 从 野外 分 离 的 菌株 ,CopD5-12, 提 高 了 同 核 体 细胞 ,是 由 于 它 有 
一 个 同 核子 实体 的 特性 ,是 由 于 基因 pccl 编码 HMG 盒 转录 因子 的 隐 性 突变 造成 的 。 


2.6 经 典 突变 


在 担子 菌 中 ,经 典 诱 变 的 一 般 方 法 (方法 、 获 得 的 突变 体 的 类 型 ) 与 子宫 菌 和 其 他 有 机 
物 的 诱 变 策略 相同 。 任 何 类 型 的 诱 变 最 好 用 单 核 细 胞 进行 。 异 隔 担 子 菌 很 容易 得 到 酵母 
状 单 倍 体 。 在 丝 状 的 C. cinereus, RT MARRA. FERATA, EZA 
裂 产生 的 孢子 ,但 可 以 在 培养 基 上 产生 子 实体 ,用 担 孢 子 可 以 部 分 地 克服 这 个 问题 。 当 从 
一 个 Amut Bmut 同 核 菌株 上 获得 担 孢 子 , 孢 子 甚至 是 遗传 同 质 的 。 但 是 , 杂 合 种 类 的 担 孢 
子 由 于 有 丝 分 裂 后 的 减 数 分 裂 ,经 常 是 双核 的 ,因此 具有 很 强 的 色素 或 者 非 渗 透 性 的 厚 细 
胞 壁 , 因 此 , 担 孢 子 在 诱 变 前 需要 孢子 萌发 。 

菌 丝 诱 变 方法 经 常 应 用 2 种 诱 变 起 始 材料 :一 是 应 用 在 液体 培养 基 培 养 获得 的 菌 丝 小 
球 通过 涡轮 搅拌 破碎 后 的 菌 丝 片段 ;二 是 应 用 原生 质 体 。 破 碎 的 菌 丝 往 往 是 多 细胞 的 ,应 
用 受到 一 定 的 限制 ,原生 质 体 每 个 细胞 含有 1 个 细胞 核 ,是 一 个 很 好 的 选择 。 当 用 于 诱 变 的 
合适 孢子 不 能 获得 时 ,就 用 原生 质 体 。 


2.6.1 RIFE 


紫外 诱 变 可 以 用 开放 的 紫外 光照 系统 ,研究 者 可 以 随意 开关 紫外 灯 , 但 要 避免 紫外 线 
直接 照射 科研 人 员 。 为 了 确保 紫外 辐射 的 精确 剂量 ,可 以 用 紫外 辐射 探头 检测 。 紫 外 辐射 
一 般 在 一 个 辐 照 室 ( 箱 ) 中 进行 , 辐 照 机 械 配 备 有 一 个 内 部 测 光 探 头 , 是 为 了 补偿 紫外 灯 管 
老化 造成 的 输出 减少 而 设计 的 。 在 进行 大 量 紫 外 诱 变 之 前 ,确定 菌株 辐射 层 剖 面 对 紫 外 线 
的 敏感 性 是 非常 重要 的 。 被 试 菌株 在 各 种 辐射 剂量 和 存活 率 条 件 下 的 菌落 形成 单位 (colo- 
ny-forming units) 需 要 确定 。C. cinereus 的 粉 抱 子 常常 是 1096 — 20 6 HRE, 341 1 FH 
杀 死 率 为 90% 的 能 量 剂量 ,最 终 的 萌发 率 是 1% 左 右 。 


方案 12 C. cinereus E T IE PIE E 


设备 与 试剂 : 
l. 生长 在 YMG 培养 基 或 YMG/T(YMG 培养 基 加 100mg/L 色 氨 酸 ) 上 的 37 培养 
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菌落 平板 *。 
2. 灭 菌 的 曲 颈 漏斗 ,底部 有 一 层 玻 璃 绒 , 出 口 处 连接 着 用 棉 绒 塞 封 的 玻璃 试管 。 
3. 血细胞 计数 板 。 
4. 新 制 的 YMG 或 YMG/T 培养 基 平板 。 
5. 在 内 部 顶部 装 有 紫外 灯 的 辐射 箱 ( 一 般 自 制 ) 。 
方法 与 步骤 : 
l. 在 生长 好 的 培养 物 上 倒 入 10 一 15ml 的 无 菌 水 ,用 乔 刀 刊 擦 气 生 菌 丝 表面 ,收集 粉 
孢子 。 
2. 用 酒精 灯火 焰 轻 烤 步 又 1 中 的 平板 边缘 ,然后 将 孢子 倒 入 漏斗 中 ,以 分 离 粉 孢子 县 
浮 液 。 
3. 用 血球 计数 板 检查 孢子 浓度 ,并 调整 孢子 浓度 到 105 / ml, 
4. 将 (3 一 10)X10 个 孢子 转移 到 新 鲜 培 养 基 中 we*。 
5. 将 含有 粉 孢 子 的 培养 亚 开 盖 , 放 到 紫外 辐射 箱 中 。 
6. 打开 紫外 灯 , 用 辐射 能 量 在 10— 20m] / em? i 45 AE 38? , 
7. 关闭 紫外 灯 , 将 培养 亚 的 盖子 盖 上 ,移出 辐射 箱 , 直 接 置 于 培养 箱 中 , 瞳 处 培养 *。 
8. 在 37'C 下 培养 2 天 后 ,将 培养 到 取出 ,用 忽 针 将 菌落 转移 到 新 的 平板 上 ,继续 培养 。 
注 :a. 在 双核 体 的 Amut Bmut 菌株 中 , 粉 钨 子 的 产生 需要 光 诱 导 。 将 长 满 菌落 的 平板 转移 到 连续 光照 的 条 件 下 
37C 培 养 2 一 4d( 光 照 强 度 在 20 一 25pEm -2s-1)。 
b. 不 要 将 细胞 铺 在 固体 培养 基 上 ,因为 可 能 应 用 选择 突变 富 集 技术 (2. 6. 3 部 分 )。 在 一 个 灭 菌 的 培养 下 中 对 一 
薄 层 细胞 悬浮 液 进 行 诱 变 , 诱 变 后 转移 孢子 悬浮 液 到 合适 的 液体 培养 基 中 。 
c. 如 果 是 选择 特异 抗 性 突变 体 ,特殊 的 物质 可 以 加 到 培养 基 中 ,其 浓度 达到 抑制 野生 型 菌株 的 生长 。 
d. 这 些 能 量 剂量 对 C. cinereus 可 以 达到 90%% 的 死亡 率 ,每 个 培养 四 可 以 达到 10 一 100 个 存活 菌落 。 
e. 在 黑暗 处 进行 这 个 步骤 非常 重要 ,可 以 防止 诱发 有 机 体 的 DNA 修复 系统 。 


2.6.2 化 学 诱 变 


DNA 烷 基 化 化 学 物质 ,例如 N- 甲 基 -N - 硝 基 -N- 亚 硝 基 有 虐 (MNNG) 和 甲 基 丙 烯 硫磺 酸 
(EMS) 等 物质 ,主要 有 提高 碱 基 对 替换 和 DNA. 缺失 的 作用 和 导致 DNA 氧化 去 氨基 和 交 
联 作用 ,已 经 用 于 担子 菌 的 诱 变 研究 。 就 像 紫 外 诱 变 一 样 ,在 设 定 细胞 浓度 之 前 ,确定 一 定 
剂量 下 真菌 的 孢子 或 原生 质 体 或 菌 丝 球 对 化 合 物 和 处 理 时 间 的 反应 的 存活 率 是 必要 的 ,以 
便 在 诱 变 过 程 中 获得 可 以 方便 工作 的 真菌 细胞 存活 数 。 由 于 这 些 化 学 物质 在 应 用 时 具有 
亲 脂 性 的 特点 ,准备 原生 质 体 进行 诱 变 可 以 提高 效率 。 注 意 , 诱 变 剂 往往 被 看 作 是 潜在 的 
致癌 物质 ,因此 在 操作 过 程 中 要 注意 合适 地 防范 。 


方案 13 利用 NTGCMNNG)/EMS 对 担子 菌 进行 诱 变 


试剂 设备 与 试剂 : 

l. 在 透明 的 圆锥 形 离心 管 中 将 孢子 或 菌 丝 球 用 无 菌 水 调节 到 在 合适 的 深度, 或 者 原生 
质 体 用 灭 菌 的 MM 缓冲 液 调节 到 合适 的 浓度 ,然后 放 到 台式 离心 机 上 

2. 无 菌 水 和 灭 菌 的 MM 缓冲 液 。 

3. NTGOMNNO) (Sigma 公司 产品 ,用 0. 2mol/L 的 柠 样 酸 溶 液 pH5. 0 或 MM 缓冲 液 
稀释 到 lImg/ml。 现 配 现 用 ) 或 者 液体 EMS, 
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4. 新 鲜 的 固体 培养 平板 和 灭 菌 的 液体 选择 性 培养 基 ?。 
方法 与 步骤 : 
. 在 孢子 是 浮 液 中 加 入 lml 的 MNNG 或 者 使 终 浓 度 达 到 1% 一 4% 的 EMS*, 
、 室 温 下 培养 ,并 经 常 轻 轻 晃 动 *。 
、 对 处 理 后 的 孢子 悬浮 液 高 速 离心 5min, 收 集 沉 淀 4, 将 上 层 液体 回收 处 理 *。 
、 用 灭 菌 水 或 者 MM 缓冲 液 漂洗 细胞 ,再 离心 ,去 掉 上 层 液 体 "。 
9. 将 沉淀 的 细胞 重新 悬浮 在 200— 5004] 灭 菌 水 或 者 MM 缓冲 液 中 ,然后 涂 到 固体 培 
养 基 平板 上 '。 
6. 在 合适 的 温度 下 培养 ,直到 有 小 的 菌落 长 出 (直径 1—2mm), 
7. 用 挑 针 分 离 菌 落 到 新 鲜 平板 上 继续 生长 "。 
Ha. 在 对 试剂 进行 操作 时 , 戴 上 口罩 和 一 次 性 手套 。 
b. 如 果 筛 选 抗 性 突变 体 , 特 殊 的 物质 可 以 加 到 培养 集中 ,其 浓度 要 达到 可 以 抑制 野生 型 菌株 生长 的 剂量 。 
c. MNNG 的 处 理 时 间 为 1—3h, EMS 的 处 理 时 间 为 4 一 12h。 在 EMS 处 理 时 间 结 束 时 ,在 诱 变 体系 中 加 入 5% 
(W/V)Naz SsO 〇 3 终止 反应 。 
d. 在 2 600g 的 离心 力 下 离心 Smin, 沉 淀 孢 子 或 菌 丝 球 。 原 生 质 体 的 离心 力 要 低 , 如 可 用 640g 离心 5min。 
e. 收集 所 有 被 诱 变 剂 污染 的 材料 (器 具 、 溶 液 等 ) 于 一 个 容器 中 ,焚烧 处 理 ， 
E 如 果 要 富 集 处 理 ,在 操作 步骤 3 时 ,用 液体 培养 基 代 替 固 体 培养 基 平板 。 


2.6.3 SX piu 


无 论 是 紫外 诱 变 还 是 化 学 诱 变 产 生 的 突变 ,筛选 突变 子 的 程序 是 一 样 的 。 一 般 来 讲 ， 
表 型 不 稳定 的 ,容易 发 生 恢复 突变 的 突变 子 要 避免 继续 分 析 , 表 型 突变 明确 的 突变 子 才 值 
得 进一步 研究 。 

2. 6.3.1 形态 和 发 育 突 变 体 

细胞 形态 和 菌 丝 形 态 或 (和 ) 生 长 缺陷 的 突变 子 能 够 通过 在 固体 培养 基 平 板 上 的 菌落 
外 观 或 者 生长 习性 的 改变 而 很 容易 进行 检测 。 筛 选 非 必须 发 育 途 径 的 突变 子 或 者 致 病 性 
的 突变 通常 是 比较 费时 、 费 力 的 工作 。 例 如 ,玉米 黑 粉 菌 的 单 基因 致 病 性 单 核 突 变 体 需要 
对 突变 子 逐 个 进行 致 病 性 测定 。 类 似 地 , 数 千 个 Ccinereus 的 Amut Bmut 同 核 突变 子 和 
其 他 的 同 核 子 实体 逐 个 置 于 尽 夜 交替 的 25 一 28 人 条 件 下 来 检测 子 实体 起 始 和 发 育 过 程 中 
的 变化 。 分 生 孢 子 形成 缺陷 突变 体 通过 菌 丝 体形 态 的 改变 来 鉴定 。 但 是 ,如 果 孢 子 是 无 色 
的 , 象 粉 玖 子 , 孢 子平 板 印迹 方法 有 助 于 发 现 影 响 产 孢 的 突变 。 

2.6.3.2 平板 印迹 


对 于 需要 在 特定 条 件 下 对 生长 的 大 量 突 变 体 进 行 筛选 ,或 者 要 筛选 温度 敏感 性 突变 
体 , 而 突变 体 的 菌落 是 酵母 状 , 则 平板 印迹 是 一 个 有 用 的 方法 。 下 面 给 出 了 一 个 常用 的 操 
作 程 序 。 同 样 的 技术 也 可 以 用 到 其 他 丝 状 担子 菌 的 由 菌 丝 体形 成 的 菌落 筛选 中 。 但 是 C. 
cinereus 的 孢子 也 黏附 在 金属 表面 ,能 够 用 微量 滴定 板 进行 印迹 ,也 可 以 用 商用 多 钉 复印 
器 ,安装 上 短 粗 的 钝 头 钉 进 行 。 真 菌 菌落 的 平板 印迹 在 大 量 菌落 存在 时 是 非常 有 用 的 
《50 一 500) ,在 培养 基 中 添加 特殊 物质 (山梨 糖 等 ) 或 者 蔗糖 可 以 减少 菌落 的 直径 (水 平生 
长 ) 而 增加 菌落 的 厚度 (向 上 生长 )。 
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方案 14 平板 印迹 


设备 与 试剂 : 

1. 方形 的 绒布 ( 约 15cmX15cm, 边 缘 翻 进 锁 边 ) ,用 锡 箔 包扎 、 灭 菌 。 

2. 一 个 木 制 、 塑 料 或 金属 圆 形 模块 ,可 以 放 进 培养 严 中 。 

3. 一 个 橡皮 图 或 者 O 形 环 , 比 模块 稍 大 。 

4. 在 平板 上 生长 良好 的 菌落 以 及 含有 选择 性 培养 基 的 新 制 平 板 。 

方法 与 步骤 : 

1. 用 记号 笔 在 需要 印迹 的 平板 和 新 制 平板 的 底部 或 边缘 做 上 标记 。 

2. 用 绒布 履 在 模块 上 ,并 用 橡皮 筋 或 者 O 形 环 扎 紧 。 

3. 将 长 好 菌落 的 平板 反 扣 在 扎 有 线 布 的 模块 上 ,使 菌落 印 在 绒布 上 。 或 者 相反 ,将 扎 
有 绒布 的 模块 反 扣 在 长 好 菌落 的 平板 上 。 

4. 将 长 有 菌落 的 平板 取 下 ,并 将 一 个 新 制 的 平板 履 盖 在 模块 的 绕 布 上 ,使 菌落 印 到 新 
制 平 板 上 。 注 意 要 在 与 原平 板 相 同 的 位 置 做 一 个 记号 。 

9. 在 合适 的 培养 条 件 下 培养 经 过 印迹 的 平板 ,并 且 经 常 与 原平 板 比较 ,检查 长 出 的 菌 
落 和 没有 生长 的 菌落 。 

2.6.3.3 过 滤 富 集 和 通过 选择 性 杀 死 富 集 突 变 体 

过 滤 富 集 技 术 对 于 选择 性 地 去 除 诱 变 后 的 原 养 型 菌落 是 一 个 非常 有 用 的 途径 ,例如 ， 
C. cinereus IE T & S. commune 的 担 孢 子 的 诱 变 。 诱 变 后 的 孢子 在 萌发 液体 培养 基 
《如 含有 少量 特殊 炭 源 的 营养 贫乏 培养 基 ) 中 培养 , 原 养 型 粉 鸡 子 或 担 孢 子 可 以 生长 ,而 营 
养 缺 陷 型 突变 体 则 不 能 生长 。 萌 发 形成 的 菌 丝 通过 过 滤 培 养 县 浮 液 将 菌 丝 与 孢子 分 离 (一 
般 用 玻璃 绒 作 为 滤 层 ) ,这 个 过 程 在 通过 将 孢子 涂 在 含有 完全 营养 的 平板 上 恢复 之 前 ,可 以 
间隔 一 定时 间 重 复 进行 。 

环 已 酰 亚 胺 是 一 个 和 蛋白质 合成 抑制 剂 ,严重 影响 正在 分 裂 的 细胞 的 存活 力 ,但 对 于 不 
分 裂 的 细胞 影响 很 小 。 这 样 ,一 个 可 以 对 紫外 线 敏 感 的 突变 体 和 营养 缺陷 型 突变 体 富 集 
800 倍 的 可 行 方法 是 :在 诱 变 后 的 S. commune 菌 丝 球 培养 液 中 添加 100ug/ml 环 已 酰 亚 
胺 。 这 个 方法 还 应 用 到 对 酵母 菌 的 诱 变 中 ,显示 这 种 方法 可 以 广泛 应 用 到 真菌 的 诱 变 过 程 
中 。 选 择 性 地 杀 死 原 养 型 细胞 是 通过 用 细胞 壁 降解 酶 ( 终 浓度 为 0.5%B- 葡 萄 糖苷 酸 酶 ) 攻 
击 正 在 生长 的 细胞 ,从 而 实现 对 突变 体 的 富 集 目的 ,如 在 U hordei 中 已 经 应 用 。 其 他 的 选 
择 性 杀 死 策略 还 有 应 用 真菌 抗生素 如 制 器 菌 素 、N- 糖 基 多 真菌 素 、 特 异性 双 突 变 的 饥饿 第 
选 法 等 ,在 子囊 菌 中 已 经 建立 ,但 在 担子 菌 中 没有 得 到 广泛 应 用 。 

2.6.3.4 抑制 性 选择 突变 体 

许多 物质 可 以 阻止 特异 的 代谢 途径 和 细胞 功能 ,这 种 特性 已 经 用 于 抗 性 突变 体 的 得 
选 。 在 C. cinereus 中 ,包括 氟 乙 酸 盐 [ 脂 ]、 氟 基 呵 喉 、 环 已 酰 亚 胺 、 特 殊 的 糖 类 荧光 增 白 
剂 、 细 胞 分 裂 抑 素 下 ,咖啡 因 在 内 的 许多 物质 已 经 应 用 。 在 酵母 S.cerevisiae 中 已 经 明确 的 
对 其 代谢 靶 点 和 细胞 靶 点 的 有 抑制 作用 的 物质 ,以 及 在 药物 研究 中 应 用 的 许多 其 他 物质 也 
可 以 在 担子 菌 的 选择 性 筛选 中 应 用 。 抑 制 性 选择 的 基本 规律 是 在 生长 培养 基 中 增加 抑制 
物质 的 浓度 ,使 其 达到 对 没有 突变 的 生长 菌落 具有 毒性 或 抑制 生长 的 水 平 。 这 样 , 在 应 用 
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这 样 的 物质 之 前 ,要 通过 一 系列 的 抑制 浓度 梯度 确定 野生 型 菌株 对 这 些 物 质 的 忍受 浓度 。 
如 果 已 知 野 生 型 菌株 对 一 种 特定 物质 的 忍受 性 ,就 可 以 筛选 过 敏感 的 突变 体 , 这 种 突变 体 
在 野生 型 菌株 可 以 忍受 的 浓度 下 不 能 生长 。 

诱 变 剂 处 理 可 以 暂时 抑制 萌发 和 生长 ,并 且 一 些 突变 子 需要 一 些 时 间 后 才能 充分 表达 
其 表 型 特点 。 因 此 , 诱 变 后 和 抑制 筛选 前 添加 一 个 繁殖 步 又 是 至 关 重 要 的 。 这 个 步骤 可 以 
是 在 涂 到 固体 选择 培养 基 上 之 前 , 先 在 非 选择 性 液体 培养 基 中 进行 得 时 间 培 养 。 另 外 , 先 
将 细胞 涂 在 非 选择 性 固体 培养 基 上 再 诱 变 ( 如 用 紫外 辐射 诱 变 ) ,或 者 在 诱 变 后 将 细胞 涂 在 
非 选 择 性 固体 培养 基 上 进行 短 时 间 培 养 ,然后 在 其 上 再 覆盖 一 层 含 有 选择 性 抑制 剂 的 软 琼 
脂 层 。 每 个 培养 四 需要 4 一 5ml 灭 菌 的 处 于 融化 状态 的 软 琼 脂 (0. 9%) , 软 琼 脂 放 在 试管 
内 , 置 于 稍 高 于 凝固 点 的 温度 (40 一 42C ) 中 备用 。 

附 :担子 菌 研究 中 的 标准 培养 基 

l. 黑 粉 菌 生长 培养 基 10g 酵母 浸出 物 ,20g Æ 6 20g 葡萄 糖 ,10 一 20g 琼脂 ,加 水 
至 1L, | 

2. 黑 粉 菌 完全 营养 培养 基 1L 中 含 10g 葡萄糖 ,1.5g NH. NO; ,2. 5g 酷 蛋 白水 解 物 ， 
0. 5g DNA, lg 酵母 浸出 物 ,10ml 维生素 溶液 ,62. 5ml 盐 溶 液 , 用 NaOH 调节 pH7. 0, 加 入 
2% 的 琼脂 。 

CD 维生素 溶液 :1L PA 100mg 维生素 B ,50mg 维生素 Bo,50mg "t$ BE, 200mg 泛 
酸 ,500mg 对 氨基 葵 甲 酸 ,200mg 盐酸 ,200mg 氨 化 胆 碱 ,100mg 肌 酵 ,过 滤 灭 菌 。 

(2) 盐 溶 液 :1L PA 16g KH; PO,4g Na; SO; ,8g KCl, 4g MgSO, * 7H;O, 1. 32g 
CaCl。2H2O,8mg 微量 元 素 溶 液 , 过 滤 灭 菌 。 

(3) 微量 元 素 溶液 :1L PA 60mg Hi BO ,140mg MnCl, + 4H;O,400mg ZnCl, , 40mg 
NaMoQO, * 2H;O0,100mg FeCl; * 6H;O,40mg CuSO, 。5H2O, 过 滤 灭 菌 。 

3. 黑 粉 菌 少量 营养 培养 基 1L 中 含 10g 葡萄 糖 、3g 硝酸 钾 、62. 5ml 盐 溶 液 , 用 NaOH 
调节 PH7. 0。 

4. 黑 粉 菌 结合 培养 基 ”在 黑 粉 菌 完全 营养 培养 基 或 者 2% 水 琼脂 培养 基 中 添加 1 听 活 
HX. 

9. YMG 培养 基 — 1L PA 4g 酵母 浸出 物 ,4g 葡萄 糖 ,1l0g 麦芽 浸出 物 ,10g 琼脂 。 

6. CYM 培养 基 1L 中 含 2g 7c & I, 2g 酵母 浸出 物 ,20g 葡萄 糖 ,0. 5g MgSO, * 7H;O, 
0. 46g KH;PO, ,lg K; HPO, ,10g 琼脂 。 

T. 标准 Coprinus 少量 营养 培养 基 1L 中 含 25ml A 贮备 液 ,1ml B 4X ,10ml C È 
备 液 ,2g 天 冬 酰胺 ,10g 葡萄 糖 ,10g 琼脂 。 根 据 需要 ,可 添加 100mg AAR, 

CD 贮备 液 :1L PA 40g KH; PO, 90g Na; HPO, (脱水 ) ,11. 6g Na:SO,,20g 酒石酸 
二 和 所。 保存 时 加 入 超过 5ml 的 氯仿 。 

(2) 贮备 液 :1L FA 40mg 维生素 Bi CEA, 

(3) 贮备 液 :1L PA 25gMgSO,。7H:O。 保 存 时 加 入 超过 5ml 85 $43, 

8. 标准 Schizophyllum 少量 营养 培养 基 ”1L 中 含 0. 5g MgSO,。7H:O,0.46g KH; PO, , 
lg K; HPO4,20g 葡萄 糖 ,120mg 维生素 B ,2g 天 冬 酰胺 ,12g 琼脂 。 
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1 概述 


一 般 来 说 , 丝 状 真 菌 基因 组 分 析 是 一 个 非常 广泛 的 话题 ;到 目前 为 止 ,利用 多 种 技术 对 
基因 组 进行 分 析 和 操作 ,已 经 使 分 离 ,克隆 单个 基因 成 为 可 能 。 在 本 章 中 ,着重 介 绍 对 染色 、 
体 或 者 是 较 大 染色 体 片段 的 操作 ,遗传 图 谱 、 物 理 图 谱 的 构建 及 BAC 文库 的 构建 等 。 


2 遗传 图 谱 


对 于 丝 状 真菌 基因 组 的 分 析 , 构 建 遗传 图 谱 非常 有 效 , 可 以 通过 遗传 重组 得 到 基因 组 
的 信息 ,分 析 基 因 在 具体 染色 体 上 的 线性 排列 。 也 可 以 定位 重要 染色 体 上 的 标记 , 例如 端 
粒 \ 着 丝 粒 和 核 仁 组 成 区 等 。 在 构建 图 谱 的 过 程 中 ,还 可 以 研究 基因 组 或 者 基因 的 进化 。 
总 而 言 之 ,遗传 图 谱 在 分 子 生 物 学 的 很 多 方面 都 有 实际 的 应 用 ,在 定位 克隆 基因 、BAC 文库 
构建 .cosmid( 黏 粒 ) 文 库 等 各 个 方面 都 有 作用 。 


2.1 分 于 标记 和 基因 组 分 析 


绘制 遗传 连锁 图 的 方法 有 很 多 ,但 是 在 DNA. 多 态 性 技术 未 开发 时 ,鉴定 的 连锁 图 很 
少 , 随 着 DNA 多 态 性 的 开发 ,使 得 可 利用 的 遗传 标志 数目 迅速 扩 增 。 使 用 的 多 态 性 标记 有 
RFLP( 限 制 性 酶 切片 段 长 度 多 态 性 ) RAPD( 随 机 引物 扩 增 多 态 性 DNA) AFLP( 扩 增 片段 
长 度 多 态 性 ) 和 微 卫星 SSR(simple sequence repeats) 分 析 等 。 


2.1.1 通过 RFLP 标记 构建 遗传 图 谱 


限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment length polymorphism, RFLP) 技 术 的 原 
理 是 检测 DNA 在 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 形成 的 特定 DNA. 片段 的 大 小 。 因 此 ,凡是 可 以 引起 
酶 切 位 点 变异 的 突变 如 点 突变 (新 产生 和 去 除 酶 切 位 点 ) 和 一 段 DNA 的 重组 (如 插入 和 缺 
失 造 成 酶 切 位 点 间 的 长 度 发 生变 化 ) 等 均 可 导致 RFLP 标记 的 产生 。 

一 般 选 择 单 拷贝 探 针 。 但 如 果 RFLP 探 针 是 来 自 拷贝 数 可 变 串 联 重复 (varible num- 
ber of tandem repeats, VNTR) , 则 产生 另 一 类 因 相 同 或 相近 序列 的 拷贝 数 变化 所 引起 的 多 
态 性 。 凡 是 引起 重复 单位 的 大 小 和 序列 不 同 .基因 组 中 重复 的 数目 和 分 布 不 同等 均 可 导致 
这 种 多 态 性 的 产生 。 在 RFLP 技术 中 有 特殊 用 途 ( 成 为 分 子 标记 ) 的 重复 序列 包括 : 

(1) 小 卫星 (minisatellite) 序 列 : 重 复 单位 (motif) 含 有 碱 基 10 一 60 个 (也 有 16 一 100 个 碱 
基 一 说 ) ,在 基因 组 中 多 次 出 现 。 

(2) 微 卫 星 (microsatellite) 或 简单 重复 序列 (simple sequence repeats, SSR) ;重复 单位 
含有 1 一 5 个 碱 基 。 
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方案 1 克隆 固定 大 小 的 基因 组 DNA 作为 RFLP 探 针 


试剂 : 

1. PCI E/4$45/Jt X BK(25 : 24 : 1)。 

2.CI 3445 /Jt ACA : 1), 

3. DX EHE 79 TE S ne RP I 0.04 0; IR 5 AH. 

4. 10X 冷 冻 培养 基 ，4 和 4% 甘油 ,0. 36mol/L K: HPO; ,0. 132mol/L KH; PO, , 17mmol/L 柠 
榜 酸 ,4mmol/L MgSO; ,68mmol/L(NH, );,SO,。 

方法 与 步骤 : 

l. 根据 质粒 图 谱 , 选择 在 质粒 的 多 克隆 位 点 上 存在 酶 切 位 点 的 限制 性 内 切 醇 ,消化 
2ug 质粒 DNA, 通 过 转化 大 肠 埃 希 菌 检测 酶 切 是 否 完全 。 

2. 用 碱 性 磷酸 酶 (CIP) 处 理 酶 切 的 DNA, 方 法 根据 CIP 的 说 明 书 。 反 应 液 用 氨 仿 抽 
提 , 去 除 蛋 和 白 ,再 经 乙醇 沉淀 DNA, 最 终 用 TE 缓冲 液 溶解 ,调节 浓度 到 0. 2ug/ ul. 

3. 用 步骤 1 中 相同 的 酶 , 酶 切 5 一 10pg 基因 组 DNA, 约 100ng 每 管 分 成 几 等 份 , 通 过 
电泳 检测 酶 切 效果 。 用 0. 5XTBE 配制 0.7% 琼 脂 糖 凝 胶 ,沉淀 用 200] XC LE AER P RD 
解 , 加 入 点 样 孔 。 用 1kb 的 Marker 作为 标记 ,1V/cm 电泳 24h, 

4. 用 5pg/ml 的 EB 溶液 染色 30min。 在 312nm 的 紫外 灯 下 观察 电泳 结果 。 酶 切 的 片 
段 分 布 在 5 一 10kb 之 间 的 范围 内 。 

5. 用 Qiagene 的 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 DNA, 

6. 取 0. 5ug 固定 大 小 的 DNA 与 lug 质粒 DNA 连接 ,体系 不 大 于 10ul, XX 1p] 连接 
反应 液 , 电 击 转化 大 肠 埃 项 菌 。 

7. 次 日 , 挑 取 单 菌落 ,接种 到 含有 1X 冷冻 培养 基 、 抗 生 素 的 LB 培养 基 中 。37 尼 轻 摇 ， 
过 夜 。 接 下 来 ,用 复制 工具 将 菌落 涂 到 尼龙 膜 上 (方案 10) ,一 80 人 保存 。 


2.1.2 RAPD 技术 


RAPD 技术 的 全 称 是 随机 扩 增 多 态 性 DNA(random amplified polymorphic DNA) ,此 技术 
建立 于 PCR 基础 之 上 ,使 用 一 系列 具有 10 个 碱 基 的 单 链 随机 引物 ,对 整个 基因 组 的 DNA 进 
f; PCR 扩 增 ,以 检测 多 态 性 。 每 一 随机 引物 单独 进行 PCR。 引 物 结合 位 点 DNA 序列 的 改变 
以 及 两 扩 增 位 点 之 间 DNA 碱 基 的 缺失 , 插 人 或 置换 均 可 导致 扩 增 片段 数目 和 长 度 的 差异 ,经 
聚 丙烯 酰胺 或 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 后 通过 EB 染色 以 检测 DNA. 片段 的 多 态 性 (图 于 1) 。 


方案 2 RAPD 操作 要 点 


设备 与 试剂 : 

.真菌 基因 组 DNAC50ng/p1)。 

. PCR 仪 PCR 管 或 硅化 的 0.5ml eppendorf 管 ,电泳 装置 。 
:随机 引物 (l0mer,5pymol/L) 购买 成 品 。 

.Taq 酶 购买 成 品 。 

. JOXPCR 缓冲 液 配方 见 第 八 章 。 

. MaeCl 25mmol/L. 
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7. ANTP 每 种 2. 5mmol/L。 

方法 与 步骤 : 

1. 在 25p1 反 应 体系 中 ,加 入 10XPCR 缓冲 液 2. 5pl, 模 板 DNA lpl(50ng), 随 机 引物 
lu1( 约 5pmoD , MgCl, 2p1(1.5~3.0mmol/L),dNTP 2ul(200~400umol/L) , Taq 酶 1U, 
加 ddH;O £ 25pl, 3 52 4i Bj 4 , ha i 9 Moi, 

2. 用 以 下 程序 进行 PCR MEIC 2min, 然 后 循环 :94C 1min, 36'C 1min,72'C 
lmin, 共 40 轮 循环 。 

3. 循环 结束 后 ,72'C 10min,4 仙 保存 。 

4. XX PCR 产物 8ul 于 2% 琼 脂 糖 胶 上 电泳 , 稳 压 50 一 100V( 电 压低 带 型 整齐 ,分 准 率 高 )。 

5. 电泳 结束 ,观察 ,拍照 (图 5-1) 。 

注意 :中 电泳 时 一 般 RAPD 带 有 5 一 15 条 ,大 小 0.1 一 5.0kb。 回 特异 性 的 DNA 带 可 
以 克隆 作为 一 个 新 的 分 子 标 记 应 用 。 
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图 5-1 RAPD 电泳 图 谱 


2,1,9 ARLP 


AFLP 的 全 称 是 扩 增 片段 长 度 多 态 性 (amplified fragment length polymorphism) ,此 技 
术 是 建立 在 基因 组 限制 性 片段 基础 上 的 PCR 扩 增 。 由 于 不 同 真菌 的 基因 组 DNA 大 小 不 . 
同 , 基 组 DNA. 经 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 ,产生 分 子 量 大 小 不 同 的 限制 性 片段 。 使 用 特定 的 双 
连接 头 与 酶 切 DNA 片段 连接 作为 扩 增 反应 的 模板 ,用 含有 选择 性 碱 基 的 引物 对 模板 DNA 
进行 扩 增 ,选择 性 碱 基 的 种 类 ,数目 和 顺序 决定 了 扩 增 片段 的 特异 性 ,只 有 那些 限制 性 位 点 
侧 辟 的 核 苷 酸 与 引物 的 选择 性 碱 基 相 匹配 的 限制 性 片段 才 可 被 扩 增 。 扩 增产 物 经 聚 丙 粳 
酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 ,染色 后 根据 凝 胶 上 DNA 片段 的 有 无 检 出 多 态 性 ,从 多 态 性 片段 中 找 出 
合适 的 片段 作为 分 子 标记 ,用 于 遗传 图 谱 的 制作 。 


2.1.4 微 卫星 SSR(simple sequence repeats) 


WEE DNA 是 一 种 广泛 分 布 于 真 核 生物 基因 组 中 的 串联 简单 重复 序列 ,每 个 重复 单 
元 的 长 度 在 1 一 10bp 之 间 , 常 见 的 微 卫 星 如 TGTG………TG 二 (TG)n 或 AATAAT… 
AAT-—CAATOn 等 ,不 同 数目 的 核心 序列 呈 串 联 重复 排列 ,而 呈现 出 长 度 多 态 性 。 在 基因 
组 中 , 因 每 个 SSR 序列 的 基本 单元 重复 次 数 在 不 同 基因 型 间 差 异 很 大 ,从 而 形成 其 座位 的 
多 态 性 。 而 且 每 个 SSR 座位 两 侧 一 般 是 相对 保守 的 单 拷贝 序列 , 据 此 可 设计 引物 ,其 关键 
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是 首先 要 了 解 SSR 座位 的 侧 驯 序列 (flanking region) ,寻找 其 中 的 特异 保守 区 。 


3 电泳 核 型 分 析 


由 于 真菌 染色 体 较 小 ,采用 常规 的 细胞 学 方法 鉴定 其 染色 体 数目 及 基因 组 大 小 难度 较 
大 。 真 菌 电 泳 核 型 分 析 的 实质 就 是 利用 脉冲 电场 凝 胶 电 泳 技 术 将 真菌 的 核 染 色 体 分 开 ,从 
而 获得 染色 体 数目 、 大 小 及 基因 组 大 小 。 这 一 技术 还 可 应 用 到 以 下 几 个 方面 : 估 测 整个 基 
因 组 的 大 小 ,特定 基因 物理 图 谱 构 建 和 染色 体 多 样 性 分 析 。 


3.1 完整 的 染色 体 DNA 的 准备 


完整 的 染色 体 DNA, 是 非常 脆弱 的 分 子 , 需 要 尽量 避免 在 操作 中 将 DNA. 降解 成 小 片 
段 。 制 备 完整 的 染色 体 DNA. 常用 琼脂 糖 包 埋 的 方法 ,是 将 整个 染色 体 包 埋 在 固体 的 琼脂 
糖 中 ,这 样 避免 了 制备 过 程 中 机 械 张 力 、 内 源 DNA 酶 等 物理 化 学 方法 对 DNA 的 破坏 。 然 
而 ,在 丝 状 真菌 中 ,将 细胞 包 埋 在 琼脂 糖 中 ,首先 要 去 除 丝 状 真菌 的 细胞 壁 。 去 除 细胞 壁 ， 
可 以 采用 制备 原生 质 体 的 方法 解决 匈 第 二 章 。 


方案 3 琼脂 糖 栓 中 制备 完整 染色 体 DNA 


试剂 : 

EX 缓冲 液 :0. 5mol/L EDTA ,0.01% Triton X-100。 

方法 与 步骤 : 

l. 制备 原生 质 体 (选择 适合 于 所 研究 真菌 的 方法 见 第 二 章 )。 注 意 , 等 渗 溶 液 中 不 能 有 
Mg 存在。 从 细胞 裂解 液 中 过 滤 收 集 到 的 原生 质 体 , 用 等 渗 溶 液 洗涤 ,去 除 原 生 质 体 酶 解 
液 ; 用 2076 (多 /V) 莽 糖 或 者 山梨 酵 溶液 悬浮 原生 质 体 (等 渗 溶 液 的 浓度 根据 不 同 的 真菌 而 
有 所 不 同 ) ,确定 浓度 2X10’ /ml。 

2. 吸取 Am] 原生 质 体 悬浮 液 , 预 热 到 37"C 。 加 入 等 体积 的 保温 在 45 和 的 1.2%InCert 
琼脂 糖 (FMC)(20%% 蔗 糖 配制 )。 用 枪 头 轻 轻 吹 打 ，, 混 匀 ， 然 后 将 原生 质 体 悬浮 液 倒 入 25ml 
的 锥 形 瓶 中 , 瓶 中 装 有 等 体积 预 热 到 50 人 的 矿物 油 。 涡 旋 约 30s, 锥 形 瓶 水 平 放置 ,使 瓶 内 
液体 撞击 瓶 壁 。 迅 速 将 锥 形 疾 放 入 冰 水 中 ,使 琼脂 糖 迅 速 凝 固 。 

3. 加 入 等 体积 的 EX 缓冲 液 , 转 移 到 15ml 离心 管 中 ,4 000g 离心 5min。 弃 上 清 液 , 注 
意 不 要 倒 掉 琼 脂 糖 栓 。 加 入 4ml EX 缓冲 液 , 用 去 除 尖 端 部 分 的 枪 头 吹 打 , 使 琼脂 糖 栓 是 
浮 ,4 000g 离心 5min, 重 复 2 次 。 最 后 , 倒 挤 EX 缓冲 液 ,4"C ,密封 管 中 保 存 琼脂 糖 栓 。 

注意 :高 质量 的 完整 染色 体 DNA, 的 制备 ,取决 于 原生 质 体 的 浓度 ,因此 初次 制备 完整 
染色 体 DNA 时 ,需要 经 过 预 试验 来 确定 原生 质 体 的 浓度 。 


方案 4 琼脂 糖 栓 电泳 


试剂 : 

TEX 缓冲 液 :含有 0. 01% Triton X-100 的 TE 缓 冲 液 。 

方法 与 步骤 : | 

1. 用 10 倍 体 积 的 TEX 缓冲 液 平 衡 100pl 的 琼脂 糖 窒 。 肯 时 离心 ,小 心 弃 去 上 清 液 。 
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将 琼脂 糖 栓 加 入 模具 中 ,用 吸水 纸 去 除 多 余 的 TEX 缓冲 液 。 注 意 , 不 能 吸 干 ,防止 DNA 从 
琼脂 糖 栓 中 扩散 出 来 。 

2. 用 熔化 的 0.5XTBE 配制 的 0.6%InCert 琼脂 糖 粘 合 琼脂 糖 栓 ,4C 使 之 冷却 变 硬 。 
制 胶 板 上 放 好 模具 , 倒 入 冷却 到 50'C 左右 的 0.8%% SeaKem GOLD 琼脂 糖 ,形成 凝 胶 。45C 
放置 20min 使 之 变 硬 。 

3. 轻 轻 移 去 模具 ,用 0.5XTBE 配制 的 0.8% 的 琼脂 糖 凝 胶 灌 注 。 电 泳 缓冲 液 没 过 胶 
板 , 电 泳 (14"C ) 。 


3.2 钳 位 均匀 电场 电泳 CCHEF 电泳 ) 


钳 位 均匀 电场 电泳 (contour-clamped homogeneous electric field, CHEF) 凝 胶 电 泳 中 ,电场 
是 由 多 个 电极 产生 的 。 这 些 电 极 围 绕 水 平 凝 胶 呈 四 边 形 或 六 边 形 ,其 电位 被 钳制 在 预先 设 定 
的 水 平 。 通 过 周期 性 改变 凝 胶 上 电场 的 角度 可 以 分 离 长 达 几 百 万 碱 基 对 的 DNA 分 子 。 


方案 5 钳 位 均匀 电场 电泳 


试验 设备 与 试剂 : 
I. CHEF 电泳 系统 (Bio-Rad 公司 ), 包 括 一 个 Bio-Rad 12.7cm X14.0cm(5 英寸 X5.5 
英寸 ) 的 制 胶 模 具 和 形成 加 样 栓 的 模具 ,一 般 要 在 一 个 冷 房间 中 装配 。 
2. 接 通 电泳 槽 的 冷却 水 。 
3. TBE: 45mmol/L Tris 碱 ,45 mmol/L 硼酸 ,1. 22mmol/L EDTA pH8. 3, 
4. Bio-Rad 染色 体 梯度 琼脂 糖 ( 用 于 3—4Mb 大 小 的 染色 体 ) 或 者 Beckman LE 琼脂 糖 
《用 于 1—2Mb 大 小 的 染色 体 ) 。 
方法 与 步骤 : 
1. 用 GTBE 33; 0. 5X TBE 缓冲 液 制 备 CHEF 凝 胶 装 置 用 的 1% 琼 脂 糖 凝 胶 。 
2. 让 胶 凝 图 ,然后 小 心 拔 出 梳子 ,将 在 琼脂 糖 栓 中 制备 的 样品 插入 样品 孔 中 。 
3. 将 胶 块 放 入 凝 胶 档 ,在 其 上 覆盖 2 一 3nm 8 804 reo R3 RESCUE € 100ml/ min, 
并 且 监 测 缓冲 液 温 度 。 待 缓冲 液 达到 所 需要 的 电泳 温度 后 等 15min, 以 确保 凝 胶 在 正确 温 
度 达到 平衡 。 
4. 液 相 样品 加 样 。 
9. 特别 注意 极 性 ,将 可 编程 的 转换 装置 与 稳 压 直流 电源 ,分 压 环 路 及 凝 胶 装 置 相连 ,把 
转换 装置 置 于 合适 的 转换 程序 ,开始 电泳 。 
6. 电泳 结束 后 用 省 化 乙 锭 染色 。 与 标准 的 琼脂 糖 凝 胶 一 样 拍照。 
CHEF 凝 胶 电 泳 所 获得 DNA 片段 的 最 大 分 办 率 的 长 度 范 围 取决 于 脉冲 时 间 。 通 常 较 
短 的 时 间 用 来 分 离 较 小 的 DNA 片段 ,而 较 长 的 时 间 分 离 较 大 的 DNA 片段 ( 表 5-1) 。 
表 S$-1 电泳 条 件 
% 琼 脂 粮 长 度 范围 /kb 切换 时 间 V/cm 时 间 /h 
1% 快 速 泳 道 6 一 500 梯度 ,3 一 80s 6 18 
10 一 800 梯度 ,6 一 80s 6 20 
100 一 1 000 60s 6 15 
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续 表 
% 琼 脂 糖 长 度 范围 /kb 切换 时 间 V/cm 时 间 /h 
然后 90s 6 9 
0.8% 快 速 泳 道 150 一 2 000 梯度 ,30 一 180s 5 24 


注 : 所 有 的 凝 胶 是 在 0. 5X TBE 中 电泳 。 若 要 在 800 一 2000kb 的 范围 内 获得 更 高 的 分 辩 率 需要 泳 比 表 上 更 低 的 电 
压 和 更 长 的 电泳 时 间 。 


4 物理 图 谱 


物理 图 谱 (physical map) 是 利用 限制 性 内 切 酶 将 染色 体 切 成 片段 ,再 根据 重 伙 序列 确 
定 片 段 间 连 接 顺 序 , 在 DNA 分 子 水平 上 描述 染色 体 中 界 标 间 顺 序 和 距离 的 图 谱 。 构 建物 
理 图 谱 的 目的 是 要 明确 单个 基因 或 某 些 感 兴趣 的 基因 片段 与 染色 体 上 已 知 的 分 子 标记 之 
间 的 物理 距离 ,或 者 说 DNA 序列 的 长 短 。 

物理 图 谱 的 终极 图 谱 是 DNA 序列 图 谱 。 物 理 图 谱 的 构建 ,为 基因 组 结构 、 组 织 与 进化 
上 的 研究 提供 了 分 子 基础 ,也 为 基因 的 定位 、 克 隆 与 分 析 基 因 之 间 的 相互 关系 提供 了 更 为 
简洁 和 有 效 的 途径 。 


4.1 丝 状 真菌 物理 图 谱 的 步骤 


各 种 丝 状 真菌 中 ,RecA-AC 技术 (RecA-assisted achilles’ cleavage) 是 行 之 有 效 的 构建 
物理 图 谱 的 方法 。 

在 有 ATP 存在 的 条 件 下 ,大肠 杆 菌 的 RecA 蛋白 能 够 催化 单 链 DNA 分 子 与 已 经 互补 
的 DNA 分 子 之 间 发 生 交换 。 如 果 用 ATP 的 同系 物 代替 ATP,RecA 蛋白 可 以 将 赛 核 苷 酸 
序列 连接 到 与 它 同 源 的 互补 双 链 上 ,形成 稳定 的 三 链 复合 体 结 构 。 而 甲 基 化 酶 不 能 作用 于 
三 链 复 合体 。 当 用 甲 基 化 酶 处 理 后 ,再 用 限制 性 内 切 酶 消化 DNA 时 , 则 没有 甲 基 化 的 区 域 
被 酶 切 。 通 过 电泳 可 以 检测 两 个 形成 三 链 复 合体 结构 区 域 之 间 的 距离 。 


方案 6 染色 体 DNA 的 RecA-AC 


试剂 : 

1.1M DTT 新 鲜 的 DTT 是 RecA-AC 成 功 的 关键 ,配制 好 的 DTT 分 装 成 小 管 冰冻 ， 
不 能 重复 冻 融 。 

2. RecA 缓冲 液 ”25mmol/L Tris- 醋 酸 pH 7.5,4mmol/L 醋酸 镁 ,1]0mmol/L DTT. 

3. 10XRecAio 缓 冲 液 ”250mmolML Tris- 醋 酸 pH 7. 5, 100mmol/L 醋酸 镁 ,100mmol/L DTT, 

4. 1mg/ml BSA TE 缓冲 液 配制 。 

5. 0. 4mmol/L ATPyS 10yl 每 管 ,一 80 尼 保存 ,不 能 重复 冻 融 。 

6. 120mmol/L 醋酸 镁 储存 液 。 

7. 1. 6mmol/L SRR f S£ A 用 5mmol/L 硫酸 稀释 储存 液 。 

8. ES 0. 1mol/L EDTA,1% SDS, 
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方法 与 步骤 : 

l. 琼脂 糖 栓 的 制备 参见 方案 4, 随后 用 TEX 缓冲 液 平衡 100pl 琼脂 糖 栓 ,再 用 RecA, 
缓冲 液 平衡 3 次 。 去 除 液 体 , 加 入 lOl BSA, X T E. 

2. 混合 lul BC AO. 165pg/pl) 和 6.25pygRecA 蛋白 ,形成 Oligo-RecA 核 蛋 白 。 加 
A lal 10XRecAio 缓 冲 液 和 水 至 941, 37'C i39 lmin。 然 后 加 入 lul 0. 4mmol/L ATPyS, 
37'C 10min。 

3. 37 忆 温浴 ,然后 加 入 lOl 核 蛋 白 溶液 。 调 节 醋 酸 镁 的 浓度 到 4mmol/L, 置 于 冰 上 ， 
过 夜 。 

4. 次 日 早晨 ,将 溶液 置 于 37 人 温浴 30min。 然 后 加 入 DTT 至 10mmol/L, 醋 酸 镁 储存 
液 调 节 Mg" 浓度 到 12.5mmol/L。 最 后 ,加 入 lp1(40U) EcoRI 甲 基 化 酶 ,加 入 5pl 
1. 6mmol/L SRP T S£ ,37'C 1h, 

9. 加 入 1 倍 体积 ES,52'C 30min, 失 活 甲 基 化 酶 ,分 离 核 蛋 白 混合 物 。 

6. 用 TEX 缓冲 液 平 衡 微 珠 , 然 后 用 EcoRI 限制 性 内 切 酶 缓冲 液 平衡 。 加 入 10pl 
BSA, lpl EcoRI,37'C 1h, 

7. 加 入 1 倍 体 积 的 ES, 52'C 温浴 15min, 4& Be k i£. TEX 3& ^b R&P Hi AC, ub 4T 
CHEF 电泳 。 电 泳 结束 和 按照 方法 1 中 的 操作 染色 。 

实验 室 初 次 做 RecA-AC ,建议 选择 第 二 种 酶 切割 染色 体 DNA, 比 如 NotI, Southern 
杂交 分 析 说 明 Notl 可 以 有 效 地 切割 RecA-AC, 


4.2 基因 组 DNA 文库 的 构建 和 筛选 


一 般 来 说 ,一 个 基因 组 文库 应 包含 的 克隆 数 与 生物 基因 组 的 大 小 和 被 克隆 DNA 片段 
的 长 度 有 关 。 根 据 Charke-Carbon 公式 可 以 计算 某 一 基因 文库 中 应 该 包含 的 克隆 (任何 特 
E DNA 序列 ) 数 ,也 就 是 满足 最 低 要 求 的 基因 文库 的 库容 量 。 

N = lIn(X1 — P)/In(1 — a/b) 

P 一 一 文库 中 包含 供 体 细胞 中 任何 DNA. 序列 信息 的 概率 (probability) , 即 希望 获得 的 
概率 (通常 设 为 99%) ,代表 了 基因 文库 的 完备 性 。 

N 一 一 重组 子 数 (基因 文库 大 小 .库容 量 ), 表 示 文 库 中 以 已 概率 出 现在 细胞 中 某 段 
DNA 序列 理论 上 应 具有 的 最 少 重组 子 克 隆 数 。 

a 文库 中 每 个 重组 子 所 含 外 源 DNA 片段 的 平均 长 度 。 

/一 一 生物 基因 组 的 大 小 , 即 单 倍 体 基因 组 DNA. 的 长 度 。 

构建 基因 组 文库 的 基本 步骤 如 下 ; 

(1) 载体 DNA 的 制备 。 

(2) 高 相对 分 子 质 量 染 色 体 DNA 及 基因 片段 的 制备 ,或 者 某 一 特定 类 型 细胞 表达 的 
mRNA 经 反 转录 酶 催化 形成 与 之 互补 的 cDNA。 

(3) 载体 与 DNA 基因 片段 的 体外 连接 。 

(4) 包装 蛋白 的 制备 、 重 组 体 的 体外 包装 。 

(5) 将 重组 DNA 分 子 导 入 宿 主 ,重组 克隆 的 筛选 鉴定 。 

(6) 文库 的 扩 增 \ 保 存 。 

目前 常用 于 基因 组 文库 构建 的 载体 有 很 多 , 比如 和、Pl、cosmids、 forsmids, BACs 和 





第 五 章 “” 丝 状 真 菌 的 基因 组 分 析 7 。 


YACs。 

入 叭 菌 体 载体 或 杂 合 质粒 载体 即 黏 粒 (含有 指导 DNA 进入 鸣 菌 体 颗 粒 的 特定 的 入 噬 菌 
体 序列 ) 克 隆 效 率 高 ,同时 插入 片段 相对 较 大 ,常常 被 用 作 构 建 基因 组 DNA 文库 的 载体 。 

对 于 入 鸣 菌 体 载体 和 黏 粒 载体 的 选择 ,一般 是 依据 且 的 基因 组 DNA 片段 的 大 小 而 定 
的 。 许 多 研究 者 认为 噬菌体 文库 易于 操作 , 当 目的 DNA 片段 不 超过 20kb, 选 择 和 MARR 
体 。 对 于 较 大 一 些 的 片段 则 建议 使 用 黏 粒 载体 ,因为 它 的 插 人 容量 可 达 40kb。 

有 许多 容易 操作 的 入 叭 菌 体 载体 ,他 们 均 有 2 个 基本 的 特征 :具有 接受 几 种 限制 性 内 切 
酶 消化 产生 的 片段 的 能 力 ;外 源 DNA 插入 位 点 带 有 可 便于 筛 除 原始 载体 的 所 谓 “ 填 充 序 
列 ” 的 生化 和 (或 ) 遗 传 学 选择 标记 。 

^EMBL3 是 一 个 非常 有 用 的 载体 ,可 以 通过 遗传 和 生化 选择 的 策略 避免 由 于 纯化 操作 
而 去 除 填 充 序列 ,同时 , 它 的 多 克隆 接头 有 几 种 常见 的 酶 切 位 点 。 

任何 一 种 含 和 噬菌体 cos 位 点 的 质粒 型 克隆 载体 都 可 以 称 做 黏 粒 。 针 对 特殊 应 用 而 设 
计 的 许多 黏 粒 载 体 还 会 包含 他 的 结构 元 件 , 降 低 了 载体 的 克隆 容量 。 但 是 除非 有 特别 的 需 
要 ,在 载体 选择 时 应 尽量 避免 使 用 这 种 载体 。pijb8 是 一 种 既 简单 又 实用 的 黏 粒 载体 ,长 
5. 4kb, 可 插入 由 sau3a 消化 的 基因 组 DNA 片段 ,并 月 可 以 利用 几 种 黏 粒 克隆 策略 。 

为 了 达到 真菌 基因 组 分 析 目 的 ,构建 的 基因 组 文库 代表 性 好 ,质量 高 的 最 有 效 的 载体 
系统 是 入 载体 ,可 以 搬 人 23kb 的 片段 ,文库 可 以 长 期 保存 。 同 时 , 黏 粒 .forsmids 载体 可 以 
插入 高 达 45kb 的 片段 ;BAC 可 以 插入 高 达 300kb 的 片段 。 以 下 介绍 BAC(bacterial artifi- 
cial chromosome) 文 库 的 构建 。 

最 初 ,BAC 载体 是 由 Shizuya 等 人 于 1992 年 通过 利用 细菌 染色 体 的 复制 等 重要 元 件 
建立 的 克隆 载体 ,通常 是 指 克 隆 到 细菌 中 的 来 自 其 他 物种 的 长 度 为 (1 一 2) X105 个 碱 基 对 的 
大 片段 DNA。 外 来 的 DNA 一 旦 被 克隆 到 宿主 细菌 中 ,就 会 产生 大 量 拷贝 。BACs 是 构建 
丝 状 真菌 基因 组 文库 最 有 效 的 载体 。 丝 状 真菌 中 包括 许多 重复 序列 DNA, 带 有 外 源 片 段 的 
BAC 载体 在 细菌 细胞 中 通常 仅 单个 拷贝 ,这 一 特点 有 利于 保持 DNA 大 分 子 , 尤 其 是 重复 
序列 多 的 大 分 子 ,在 细胞 内 稳定 复制 而 不 发 生 重组 ;而 且 BAC 载体 本 身分 子 质量 小 ,可 以 
插入 高 达 300kb 的 片段 ,已 经 满足 大 多 数 丝 状 真菌 基因 组 的 研究 。 例 如 ,代表 性 的 丝 状 真 
菌 基因 组 40Mb, 假如 克隆 片段 100kb, 覆 盖 率 99% 需 要 1 840 个 克隆 。 尽 管 YACs(yeast 
artificial chromosomes) 能 容 载 较 大 的 片段 ,但 是 YAC 克隆 的 稳定 性 较 差 ,操作 也 不 方便 。 


4.3 BAC 文库 的 构建 


细菌 人 工 染 色 体 (bacterial artificial chromosome,BAC) 是 以 大 肠 埃 希 菌 致 育 因 子 (fer- 
tility,F) 为 基础 的 合成 载体 。F 因子 的 下 述 特性 使 其 作为 基因 组 DNA 的 高 容量 载体 具有 
独特 的 优点 : 

COD 低 拷 贝 数 (1 一 2 个 分 子 /细胞 ) , 含 parA 和 parB 确保 细胞 在 分 裂 时 ,F 因子 DNA. 
分 子 能 精确 地 分 配 到 子 代 细胞 。ParB 负责 排斥 细胞 中 的 外 源 性 下 质粒 。BAC 的 低 拷贝 数 
加 上 细胞 的 隔绝 环境 ,限制 了 细胞 内 质粒 分 子 间 的 重组 。 实 际 上 ,这 意味 着 重组 BAC 中 外 
源 DNA 的 重 排水 平和 赃 合 程度 低 于 YAC。 

(2) 能 扩 增 非常 大 的 DNA 片段 。 自 然 发 生 的 下 因子 能 携带 1/4 的 大 肠 埃 希 菌 染色 体 
而 不 显 张力 或 不 稳定 。 
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(3) 易于 操作 。 由 于 下 因子 呈 闭 环 结构 ,所 以 可 用 一 些 熟悉 的 技术 将 它 直 接 从 大 肠 埃 
希 菌 中 分 离 出 来 。 常 用 的 技术 有 : 碱 裂解 .CsCl- 省 化 乙 锭 密度 梯度 离心 .树脂 旋转 柱 层 析 。 
通常 ,5ml 菌 液 中 获得 的 BAC DNA 足以 用 于 限制 酶 酶 切 分 析 、PCR 和 荧光 原 位 杂交 。 


4.3.1 准备 BAC 载体 DNA 


BAC 载体 pBeloBAC11 载体 中 含有 lacz 基因 ,这 样 重组 子 可 以 通过 蓝 白斑 进行 筛选 。 
由 于 载体 BAC 拷贝 数 比 较 低 , 因 此 需要 大 量 的 培养 基 培 养 大 肠 埃 希 菌 ,在 此 过 程 中 ,需要 
防止 其 他 细菌 DNA 的 污染 。 


方案 7 准备 BAC 载体 DNA 


设备 与 试剂 : 

1. Qiagene-tip 500 DNA 纯化 柱 。 

2. 溶液 |  25mmol/L-HCI pH 8. 0,50mmol/L # 4%. 

3. 溶液 上 0.2mol/L NaOH,194 SDS. 

4. WR 5mol/L 醋酸 钾 (KAC) pH4. 8, 

方法 与 步骤 : 

1. 挑 取 单 菌落 ,用 3L 含 12. 5yg/m AEE LB 培养 基 培 养 ,37"C 剧烈 振 荡 20h, 

2. 收集 细胞 ,小 心 去 掉 培 养 基 残 液 。 用 75ml 溶液 工 悬 浮 所 有 的 沉淀 ,然后 将 沉淀 分 
装 到 3 个 250ml 的 瓶 中 ,每 瓶 中 加 入 60mg 溶菌 酶 ,颠倒 混 匀 。 

3. HPA 50ml 溶液 TD ,颠倒 混 匀 ，, 置 于 冰 上 10min。 

4. EH PHA 40ml 溶液 M, 44936 5] , XX T 2k E. 10min, 

9. 4'C,8 000g 离心 30min, 除去 细胞 碎片 沉淀 。 吸 取 上 清 液 ,加 入 RNA M, ARA 
0. 1mg/ml, 

6. 用 Qiagene-tip 500 柱子 纯化 BAC DNA, 

7. 用 18. 6ml 的 TE 溶液 溶解 Qiagene 制备 管 中 的 DNA, v A. 20. 5g CsCl 到 溶液 中 。 
再 加 入 0. 4ml EB(10mg/ml) ,用 Beckman 离心 机 的 70. 1 Ti 型 号 的 转子 (或 与 其 相当 的 转 
子 ) 进 行 45 000r/min 超速 离心 3 一 4 天 。 

8. 从 CsCl 密度 梯度 中 分 离 低 分 子 质量 的 DNA, 用 水 饱和 六 丁 酵 洗 脱 EB; 再 将 DNA 
悬浮 到 TE 中 过 夜 。 

9. 加 入 0. 1 倍 体积 的 醋酸 钠 pH5.2 和 2 倍 体积 的 无 水 乙醇 到 BAC DNA 溶液 中 , 沉 
淀 ,离心 。 用 70% 的 乙醇 溶液 洗涤 沉淀 , 吹 干 ,最 后 溶解 在 20p1TE 中 。 测 定 DNA 的 浓度 ， 
用 TE 溶液 调节 到 0. 5yg/ml。 


4.3.2 准备 BAC 插入 DNA 


真 核 生 物 染 色 体 DNA 的 提取 ,首先 要 破碎 细胞 ,制备 完整 的 真菌 染色 体 DNA 对 于 文 
库 的 构建 非常 重要 。BAC 文库 要 求 插入 的 DNA 片段 在 100—300kb 之 间 。 


方案 8 准备 BAC 插入 DNA 


实验 设备 与 试剂 : 
同方 案 7。 
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方法 与 步骤 : 

1. 接 方 案 6,10 倍 体积 TEX 溶液 平衡 5005] 琼脂 糖 检 , 然后 用 1X 酶 切 缓冲 液 平衡 。 

2. 去 掉 多 余 的 酶 切 缓冲 液 , 加 入 0.1 体积 的 1mg/ml 的 BSA, XR 1 管 10041, 8 
个 50pl。 

3. 加 入 1U 的 酶 到 1 号 管 , 轻 轻 混 匀 。 取 50pl] 微 珠 到 2 号 管 , 混 匀 。 如 此 梯度 稀释 9 
管 , 适 合 温度 下 酶 切 1h。 

4. 加 入 10 倍 体积 的 ES 终止 反应 ,52C 加 入 5min。 用 10 倍 体积 的 TEX 平衡 微 珠 , 离 
"x ,去 上 清 液 。 

5. 加 样 电 泳 (方法 ) CHEF 电泳 ,分 析 DNA 片段 的 大 小 。 

6. 根据 电泳 结果 确定 适合 的 酶 切 反应 浓度 。 

7. 大 量 酶 切 ,准备 部 分 酶 切 的 DNA 片段 。 


4.3.3 BAC 插 入 DNA 大 小 的 选择 ,恢复 和 克隆 


方案 9 BAC 插入 DNA 大 小 的 选择 ,恢复 和 克隆 


实验 设备 与 试剂 : 

同方 案 7。 

方法 与 步骤 : 

1. 利用 CHEF 电泳 ,选择 条 件 2, 分 离 部 分 酶 切 的 DNA 样品 ,使 用 0.5XTAE 配制 的 
1?6Seaplaque 3& f&d&. A DNA 作为 标记 。 

2. 切取 合适 大 小 的 DNA 片段 。 注 意 :不 能 将 DNA 长 时 间 暴 露 在 紫外 灯 下 。 选 择 200— 
300kb 之 间 的 片段 , 切 胶 回收 。 

3. 将 切取 的 凝 胶 碎 片 加 入 到 0. 5X TBE 配制 的 0.8%SeaKem Gold 琼脂 糖 胶 的 泳 道 
里 ,电泳 15min, 使 用 条 件 1, 去 掉 小 片段 的 污染 。 

4. 将 凝 胶 碎 片 转移 到 离心 管 中 ,65C 水 浴 5min, 使 胶 融 化 。 每 200pl 融 胶 中 加 入 0.1 
倍 体积 的 10XB 琼 脂 糖 酶 缓冲 液 和 1U 的 g-3 RARE, 42/06 1h。 

9. 连接 反应 总 体积 小 于 100pl, 用 100 一 500ng 去 磷酸 化 处 理 的 BAC 载体 和 不 大 于 
50pl 的 合适 大 小 的 DNA 片段 进行 连接 。 

6. 吸取 1—2,] 的 连接 反应 液 , 用 电击 转化 的 方法 转化 大 肠 埃 希 菌 。 大 肠 埃 希 菌 的 菌 
株 推 荐 用 DH10B(Gibco BRL) 和 XL10-Gold-kan* 细 胞 (Stratagene)。 电 击 转 化 后 ,将 细胞 
涂 到 含有 12. 5U/ml S, 4X , 50U/ml X-gal,0. 2mmol/L ITPG 的 LB 平板 上 。 和 白色 重组 的 
BAC 克隆 在 平板 上 生长 。 

7. 挑 取 克 隆 进行 保存 和 筛选 之 前 ,需要 用 标准 的 碱 裂解 法 检测 BAC 插入 片段 的 分 布 。 


4.4 ”挑选 克隆 和 文库 的 重复 性 
这 类 阵列 文库 从 学 术 机 构 不 容易 获得 ,主要 由 商业 公司 (如 Research Genetic) 保 存 。 


4.5 在 杂交 膜 上 排列 文库 克隆 
多 数 情况 下 ,文库 克隆 的 鉴定 是 在 杂交 阵列 中 进行 。 商 业 提 供 的 96 FLAI 384 孔 复制 工 
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具 可 以 有 效 地 ,迅速 地 制作 阵列 克隆 。 


方案 10 将 文库 克隆 排列 到 杂交 膜 上 


设备 与 试剂 : 

96 孔 和 384 孔 复 制 工具 ,Whatman 3MM 纸 ,11. 5cmX7. 5em X X IR, 

变性 液 :0. 5mol/L NaOH; 中 和 液 :0. 5mol/L Tris-HCl pH7. 5,1. 5mol/L NaCl; 20 X 
SSC:17. 5g NaCl 和 88. 2g 二 水 合 柠 榜 酸 钠 (1L 水 中 )。 

方法 与 步骤 : 

l. 准备 含有 抗生素 的 LB 平板 ,小 心 不 能 产生 气泡 。 

2. 尼龙 膜 高 压 灭 菌 。 对 膜 进行 编号 , 平 铺 到 平板 上 ,注意 膜 与 培养 基 之 间 不 能 产生 气泡 。 

3. 使 用 灭 过 菌 的 96 孔 和 384 孔 复制 工具 ,转移 培养 液 到 杂交 膜 上 。 建 议 每 个 进行 2 
个 重复 。 

4. 用 10% 漂 白 剂 浸泡 复制 针 上 ,去 除 污渍 ;然后 用 水 冲洗 ,95% 乙 醇 溶液 灼 烧 ;最 后 ,在 
放 入 平板 之 前 先 在 无 菌 水 中 冷却 。 

5 将 平板 倒置 ,于 37 放置 过 夜 , 约 20h。 

6 用 银子 将 膜 从 平板 的 表面 揭 下 , 放 在 吸水 纸 上 , 含 有 菌落 的 一 面向 上 ,在 空气 中 晾 干 。 

7. 将 膜 放 在 Whatman 3MM 纸 上 浸 泡 在 变性 液 中 10min。 然 后 将 膜 转 移 到 Whatman 
3MM 纸 上 , 在 中 和 液 中 浸泡 10min。 

8. 从 第 二 张 纸 上 取 下 膜 , 在 2XSSC 中 轻 轻 振荡 10min。 将 膜 转 移 到 2X SSC, 0.594 
SDS 中 ,用 一 张 干 净 的 纸 轻 轻 摩擦 膜 的 表面 ,去 掉 细 胞 碎片 。 膜 上 将 会 留 取 菌 落 的 印记 。 

9. 在 紫外 线 下 交 联 DNA, 然 后 在 空气 中 晾 干 。 

10. 杂交 方法 见方 案 12。 在 杂交 过 程 中 避免 使 用 含有 鱼 精 DNA 和 Denhardt’s 溶液 的 
封闭 液 ,以 免 使 杂交 的 背景 不 清晰 。 


4.6 ”收集 殉 隆 文库 


构建 在 BAC 载体 中 的 基因 组 文库 通常 被 分 布 到 有 序 的 阵列 中 , 以 便 用 杂交 法 筛选 或 
被 合并 成 大 小 不 同 的 库 、 小 库 、 亚 库 , 用 PCR 法 进行 快速 筒 选 。 新 分 离 的 BAC 克隆 的 真实 
性 及 其 在 染色 体 上 的 定位 分 析 , 研 究 方法 包括 :多 对 引物 的 PCR 分 析 、DNA 测序 、 多 种 探 针 
的 Southern 杂交 及 分 析 放 射 性 杂交 所 获得 的 遗传 图 谱 、 荧 光 原 位 杂交 的 物理 图 谱 。 


方案 11 收集 克隆 文库 


设备 : 

1. OmmnitraysCNNI) 或 者 灭 菌 的 枪 头 金 。 

2. 96 孔 和 384 LA HLR., 

方法 与 步骤 : 

l. 在 无 菌 的 OmnitraysCNNI) 或 者 灭 菌 的 枪 头 盒 中 倒 入 含有 抗生素 的 LB 固体 培养 
基 。 用 一 个 无 菌 的 96 孔 和 384 孔 复 制 工具 将 菌落 复制 到 平板 表面 。96 孔 和 384 孔 复制 工 

2. 倒置 平板 或 者 金子 ,于 37 CAE iE. 245 20h, 
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3. 3: AAKE] 2~4mm, AR 5ml LB 培养 基 到 平板 表面 ,用 一 个 无 菌 的 刊 板 轻 轻 在 
培养 基 表 面 摩擦 。 吸 取 细 胞 悬浮 液 到 离心 管 中 , 然 后 再 加 入 5ml LB 到 平板 中 重复 收集 剩 
余 的 细胞 。 离 心 弃 上 清 液 。 

4. 沉淀 的 菌落 ,用 标准 的 碱 裂 解法 提取 DNA, 或 者 将 沉淀 冰冻 ,以 后 再 进行 DNA 的 
提取 。 


4.7 文库 的 保存 


一 80C 长 时 间 保 存 文库 。 在 需要 使 用 文库 或 者 复制 文库 的 时 候 再 去 解冻 文库 。 克 隆 
恢复 的 时 候 不 能 解冻 。 


5 筛选 文库 


基因 组 文库 包含 很 多 克隆 。 从 中 找 出 包含 目的 基因 的 克隆 的 过 程 ,就 是 文库 的 筛选 。 
筛选 文库 的 基本 原则 是 利用 一 段 已 知 序列 的 目的 基因 的 片段 为 探 针 ,通过 杂交 的 方式 找到 
目的 克隆 ,或 者 通过 PCR 的 方式 ,从 众多 的 文库 质粒 中 找到 目的 克隆 。 


5.1 允 交 法 筛选 文库 


在 许多 真菌 基因 组 的 研究 中 ,例如 染色 体 步 移 , 基 因 组 重建 试验 ,基因 组 稳定 和 进化 的 
分 析 ,基因 组 文库 分 析 , 都 是 利用 RNA 或 者 DNA 探 针 杂交 进行 的 。 筛 选 整 个 文库 最 快速 
的 方法 就 是 通过 杂交 建立 文库 阵列 。 


方案 12 Southern 杂交 分 析 混 合 文库 和 克隆 阵列 文库 


试剂 : 

1. 杂交 缓冲 液 ” 50% 甲 酰胺 ,0.125mol/L NaHPO, pHT7. 2,7%SDS,10mmol/L ED- 
TA. 

2. 0. 5 mol/L NaHPO, 储 存 液 “配制 0.5mol/L NaHPO, 的 溶液 ,用 磷酸 调节 pH, 

3. 变性 的 RNA 或 者 DNA 探 针 。 

4. SSPE 800ml 水 中 加 入 175.3g NaCl,27. 6g NaH;PO,,7. 4gEDTA ,用 NaOH 调节 
pH7. 4, 然 后 加 水 到 1L。 

方法 与 步骤 : 

1. 将 膜 放 在 足 量 的 杂交 缓冲 液 中 ACAR 15min。 倒 掉 预 杂交 液 ,重新 加 入 5ml 新 
鲜 的 缓冲 液 。 缓 冲 液 加 入 之 前 预 热 到 A2'C, 

2. 将 变性 的 探 针 加 入 到 杂交 缓冲 液 中 ,注意 不 能 直接 加 到 膜 上 。 旋 转 混合 探 针 ,使 溶 
液 履 盖 膜 。42'C ,杂交 ,不 少 于 16h。 

3. 在 2XSSPE F ZEE E 42'C , 10min, Z2 2 次 ;在 65'C, 15min iik 1 次 。 最 后 在 
0. 1XSSPE 0.1%SDS 中 ,15min 洗 汪 1 次。 

4. 曝光 / 显 色 

(1) 将 膜 放 在 纸巾 上 ,用 保鲜 膜 封闭 ,曝光 .。 

(2) 或 者 ,用 非 放射 性 的 检测 方法 显 色 。 
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扫描 结果 ; 

(1) 确定 哪些 群体 包括 阳性 克隆 。 

(2) 比较 哪些 群体 包括 需要 的 克隆 。 

5. 在 0.1XSSPE,0.1%SDS 中 100 人 加热 1h, 迅 速 剥离 杂交 膜 。 在 新 鲜 的 0. 1X SSPE 
0.196 SDS 溶液 中 洗 膜 。 然 后 景 干 ,保存 在 2 层 滤纸 之 间 。 


5.2 从 冻 在 的 存储 文库 中 恢复 克隆 


恢复 克隆 时 ,不 要 使 冻 存 的 文库 全 部 融化 ,应 该 用 无 菌 的 牙签 刊 取 少量 的 冰晶 ,转移 到 
含有 抗生素 的 固体 恢复 平板 上 ,然后 用 无 菌 的 接种 环 划 取 单 菌落 。 


6 染色 体 步 移 (chromosome walking) 


从 基因 组 中 克隆 基因 时 ,已 知 该 基因 在 染色 体 上 的 位 置 但 没有 该 基因 的 序列 信息 ,无 
法 制备 相应 的 探 针 ,因此 无 法 直接 簿 查 文库 克隆 基因 。 些 时, 如果 知 道 离开 该 基因 一 定 距 
离 上 的 DNA 序列 , 则 可 用 这 个 DNA 序列 作 探 针 , 通 过 染色 体 步 移 来 逐步 接近 并 最 后 达到 
待 克 隆 的 基因 。 其 基本 原理 是 用 探 针 筛 查 文库 ,得 到 阳性 克隆 后 ,将 这 个 重组 载体 中 的 揪 
和 人 片段 分 离 出 来 ,然后 用 这 个 片段 的 末端 部 分 (注意 不 能 包含 重复 序列 ) 作 为 新 一 轮 筛 查 文 
库 的 探 针 ;得 到 新 的 重组 载体 中 的 插入 片段 ,同上 一 个 插入 片段 的 末端 部 分 ( 即 探 针 序列 ) 
是 相同 的 。 也 就 是 这 两 个 片段 是 在 间 一 条 染色 体 上 相互 邻接 的 。 于 是 ,再 用 新 的 插入 片段 
的 末端 部 分 作为 探 针 ,再 去 第 查 文库 。 通 过 一 系列 的 操作 ,得 到 的 插入 片段 逐渐 连接 延伸 ， 
最 后 可 以 步 移 到 待 克 隆 的 基因 。 

染色 体 步 移 是 用 与 同一 染色 体 上 靶 基 因 相 近 的 克隆 的 DNA. 片段 或 者 分 子 标记 来 分 离 
基因 或 者 其 他 染色 体 结构 的 方法 。 克 隆 的 DNA 片段 是 用 来 识别 DNA 文库 中 重 又 序列, 重 
复 这 个 过 程 , 用 新 识别 的 克隆 片段 末端 来 筛选 获 得 下 一 个 未 知 克隆 。 最 终 , 染 色 体 的 成 功 
步 移 将 分 离 出 包含 所 需 序列 的 克隆 。 


6.1 根据 插入 片段 末端 的 序列 合成 探 针 


当 用 源 于 插入 片段 最 未 片段 的 探 针 来 识别 重 琶 序列 时 ,染色 体 步 移 进行 得 最 快 。 设 计 
大 量 的 能 特异 地 利于 产生 这 些 探 针 的 BAC/ 黏 粒 载体 。 这 些 载体 结合 有 噬菌体 的 RNA 合 
成 酶 启动 子 , 位 于 克隆 位 点 (29 一 31) 的 两 侧 , 允许 插 人 在 末端 标记 序列 的 RNA 转录 本 的 产 
生 。 这 些 标 记 的 RNAs 可 以 作为 探 针 筛选 文库 ,识别 重复 克隆 。 


方案 13 BAC 或 者 黏 粒 末端 RNA 探 针 的 合成 


以 下 所 有 操作 务必 在 无 RNA 酶 的 条 件 下 进行 。 
实验 试剂 : 

1. BAC/ £3 x. 

2. 100mmol/L rCTP, 

3. RNasin(Promega) , 

4. La” P JrCTP(3 000Ci/mmoD , 
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5. 5mmol/L rATP,rGTP,rTTP. 

6. 聚合 酶 (T7、T3 或 SP6) 。 

实验 步骤 : 

l. BAC/ 犁 粒 克隆 构建 线性 DNA 模板 。 

2. 室温 下 ,加 入 以 下 试剂 : 

2ul 10X 聚 合 酶 缓冲 液 

0. Syl RNasin; 

2ul 0. 1mol/L DTT; 

2ul 5mmol/L rATP,rGTP,rTTP; 

2. 5l 100umol/L rCTP; 

2ul[ a* P] YCTP(3000Ci/mmob ; 

lug 线性 DNA; 

加 水 至 19ul. 

3. 加 lul 聚合 酶 (T7、T3 或 SP6),37 离心 1h。 

4. 加 lul PQ1 DNA 酶 (Promega) ,37'C 3$ 4: 15min, 

9. GBEXUUE VL ACER IRDECAE IE ,或 从 p-30 凝 胶 中 用 层 析 柱 纯化 。 

6. Ak 3b 5min, 使 探 针 变性 ,以 用 来 杂交 。 杂 交 条 件 见方 案 12。 

大 多 数 载体 用 来 克隆 大 量 插入 片段 并 且 包 含 克 隆 位 点 周围 限制 性 酶 切 位 点 。 这 使 得 
插入 的 DNA 片段 从 载体 上 被 切 下 ,这样 , 就 便于 接 下 来 的 分 析 。 构 建 含 有 克隆 末端 的 衍生 
物 , 可 能 也 会 有 效 地 产生 插入 序列 末端 的 探 针 。 


方案 14 根据 插入 片段 末端 序列 制备 的 探 针 


实验 试剂 : 

1. £3 /BAC DNA, 

2. T4 DNA 连接 酶 (NBL)。 

3. 连接 酶 缓冲 液 。 

实验 步骤 : 

1. 在 10pl 反 应 体系 中 ,用 载体 上 没有 酶 切 位 点 的 酶 消化 100ng $4 /BAC DNA, 

2. 对 于 耐 热 酶 类 (http://www. neb. com/neb/tech/tech_ resourse/restriction/proper- 
ties /heat_inactivation. html) 用 PCI 提取 方法 除去 酶 ,并 用 乙醇 沉淀 DNA, 然 后 用 20u] TE 
回 溶 。 对 于 对 热 敏 感 的 酶 类 :转移 消化 液 至 65C,l0min, 以 使 这 些 酶 失 活 。 

3. 加 水 使 DNA 溶液 至 45p1, 然 后 加 5ul 10X 连 接 酶 缓冲 液 和 40 NBL U 的 T4DNA 
连接 酶 ,16'C ,离心 ,过 夜 。 

4. 把 全 部 连接 产物 转 入 大 肠 埃 希 菌 中 (或 者 1~2pl 进行 电 穿孔 ) 当 准 备 末端 克隆 衍 
生物 进行 分 析 时 ,DNA 应 至 少 在 3 个 克隆 中 存在 。 用 于 降解 /再 连接 的 酶 再 用 来 消解 克隆 ， 
用 少 切 点 的 内 切 酶 从 克隆 位 点 两 端 切 开 , 释 放出 载体 ,同时 还 带 有 来 自 2 个 插入 DNA X 
的 多 余 片段 。 应 该 说 明 的 是 , 当 有 3 个 片段 以 上 时 ,有 的 克隆 片段 可 能 会 在 插入 序列 末端 附 
近 有 少见 的 酶 切 位 点 。 插 入 序列 末端 任何 情况 下 ,这 3 个 克隆 都 应 该 是 相似 的 。 它 很 容易 
就 会 检测 到 。 一 般 来 说 ,至 少 2 个 克隆 会 有 同样 的 限制 类 型 ,而 这 些 限制 类 型 正 是 入 生物 。 


84 。 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 


把 原先 的 序列 作为 探 针 ,通过 Southern 杂交 正好 可 以 识别 末端 克隆 衍生 物 的 末端 片 
段 。 所 需 序 列 不 会 与 之 杂交 ,这 样 它 就 被 从 凝 胶 中 洗 脱 下 来 ,并 采用 标准 方法 标记 。 


6.2 正确 步 移 方 向 的 确定 


分 离 出 了 含有 与 靶 基 因 相 连 的 分 子 标 记 (marker) 或 者 黏 粒 质粒 时 ,染色 体 步 移 就 开始 
了 。 从 这 个 意义 上 说 ,知道 染色 体 步 移 的 方向 是 很 有 好 处 的 。 如 果 有 大 规模 的 靶 基因 后 代 
群落 图 谱 , 就 能 用 几 个 已 分 好 的 交叉 点 从 原来 的 分 子 标记 中 分 离 出 靶 基 因 。 这 样 ,BAC/ 黏 
粒 的 插入 序列 就 可 能 跨越 一 个 或 多 个 交叉 点 。 据 此 ,我 们 就 可 以 确定 BAC/ 黏 粒 的 步 移 方 
向 ,并 指明 最 接近 靶 基 因 的 插入 序列 末端 。 

如 果 无 法 测 到 插入 序列 末端 之 间 的 交叉 点 ,在 新 克隆 找到 一 个 交叉 点 并 检测 到 RFLPs 
之 前 ,你 最 好 进行 双向 步 移 。 这 个 过 程 依赖 于 杂交 后 代 群 体 的 大 小 以 及 DNA. 片段 交换 在 
染色 体 上 发 生 的 平均 距离 ,根据 具体 情况 可 能 会 引起 染色 体 多 移 几 步 。 

如 果 位 于 靶 基 因 侧面 的 两 端 都 有 分 子 标记 , RecA-Ac 可 以 用 物理 方法 来 证 实 黏 粒 方 
向 。 在 含 侧 面 分 子 标记 的 BACs/ 黏 粒 限 制 位 点 上 ,同时 发 生 的 基因 组 分 裂 可 以 释放 含有 葛 
基因 的 片段 。 只 有 一 个 BAC/ 黏 粒 插入 序列 末端 位 于 这 个 片段 上 。 正 是 这 个 末端 被 用 于 步 
移 。 这 些 能 通过 从 插入 序列 两 端 , 用 探 针 探查 CHEF- 分 离 后 RecA-AC 产物 的 Southern El 
迹 杂 交 来 识别 。 


6.3 过程 的 控制 


对 步 移 过 程 的 连续 监控 是 绝对 必要 的 。 这 可 以 提供 进展 信息 ,表明 何 时 步 移 到 达 葛 
点 。 但 最 重要 的 是 , 它 能 确保 步 移 始终 在 轨道 上 。 真 菌 基因 组 常 充满 着 中 等 长 度 的 重复 或 
复制 序列 ,如 果 没 有 检测 这 样 的 序列 ,就 将 导致 染色 体 步 移 跳 到 另 一 条 染色 体 上 。 

每 一 步 中 都 被 识别 的 BAC/ 黏 粒 检测 到 的 图 谱 化 的 新 PFLPs 监控 整个 过 程 。 为 了 这 
个 目的 , 没 必 要 在 图 谱 化 群落 中 包括 每 一 个 后 代 分 离 物 。 但 是 ,其 中 包括 大 量 所 有 的 重组 
后 代 以 表明 交叉 点 何 时 被 跨 过 是 很 重要 的 。 大 量 非 重组 后 代 也 应 该 检测 出 来 。 否 则 , 当 新 
黏 粒 来 自 未 连接 点 时 ,一 步 移 动 就 可 能 穿 过 大 量 交叉 点 。 


6.4 步 移 障碍 的 死 服 


染色 体 步 移 中 最 可 能 过 到 的 障碍 是 在 重复 DNA 区 域 。 一 般 而 言 , 许 多 重复 DNA DS 
并 非 太 大 问题 ,除非 它们 发 生 在 插入 序列 末端 ,因为 在 这 里 ,重复 DNA 区 域 将 导致 针对 基 
因 文库 中 许多 基因 克隆 的 末端 特异 性 探 针 的 杂交 。 如 果 这 段 重复 区 是 一 个 独立 片段 ,我 们 
经 常 可 以 使 用 来 自 插 入 序列 内 部 的 探 针 去 找到 一 个 BAC/ 黏 粒 克隆 ,这 种 方法 将 跳 过 冲突 
序列 。 然 而 ,重复 区 域 基因 簇 很 少 被 证 明 有 探 针 性 质 。 即 使 在 这 种 情况 下 ,人 们 也 经 常 可 
以 识别 出 分 散 于 重复 区 段 之 中 的 单 拷贝 基因 片段 。 这 些 片段 能 使 重复 基因 的 克隆 得 到 
识别 。 

这 些 途 径 可 能 需要 复制 型 克隆 的 广泛 特征 去 识别 染色 体 移动 的 合适 探 针 。 很 明显 ,高 
度 重复 DNA 区 域 的 长 印迹 滑行 将 会 把 移动 变 成 缓慢 步 移 。 然 而 ,对 基因 文库 中 一 些 不 存 
在 的 或 者 无 法 克隆 的 基因 区 而 言 ,一 些 障碍 可 能 潜在 地 完全 阻止 移动 。 当 然 , 通 过 RecA- 
AC 测试 染色 体 的 目标 区 域 , 这 些 障 碍 是 能 够 避 开 的 。 断 裂 产物 片段 能 够 被 亚 克 隆 从 而 产 
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生 新 的 探 针 ,这 些 探 针 可 以 在 出 现 问 题 区 域 之 前 进入 步 移 。 

另 一 个 比较 少见 的 问题 因为 复制 型 的 染色 体 片 段 而 显现 出 来 。 在 这 种 情况 下 ,很 有 必 
要 穿 过 2 个 复制 型 拷贝 到 其 中 一 个 出 现在 每 个 复制 型 的 另 一 端 。 那 时 , 步 移 能 够 在 正确 的 
位 点 被 发 现 , 通 过 PFLPs 来 识别 。 


6.5 含有 和 靶 基 因 的 殉 隆 的 识别 


与 用 有 效 的 方法 使 染色 体 步 移 到 一 个 基因 上 同样 重要 的 是 ,知道 何 时 停止 。 如 果 通 过 
步 移 新 克隆 已 被 详尽 绘 出 ,应 该 意识 到 它 何 时 到 达 靶 点 。 因 为 被 新 克隆 识别 的 PFLPs 会 和 
这 个 基因 同时 分 离 。 但 是 ,只 要 步 移 到 了 半点 , 它 就 会 四 散 开 来 阻止 移动 。 相 反 , 步 移 会 一 
直 继 续 , 直 到 交换 点 在 节点 的 另 一 端 被 跨 过 。 最终, 有 证 据 表明 , 当 BAC/ 医 粒 克隆 在 转化 
试验 中 能 表现 为 期 望 的 表 型 时 , 则 证 明基 因 已 被 克隆 出 来 。 如 果 克 隆 没有 表现 期 望 的 表 
型 ,但 有 重要 的 证 据 表 明 它 已 穿 过 整个 位 点 , 则 证 明 期 望 序列 是 被 步 移 覆盖 了 。 在 这 种 情 
况 下 ,基因 在 BAC/ 黏 粒 中 被 克隆 时 ,基因 被 切 短 或 基因 在 活动 中 呈 隐 性 ,因而 可 能 导致 转 
化 失败 。 


7 真菌 基因 组 分 析 相 关 数 字 资 源 


我 们 不 可 能 在 有 限 的 空间 内 完全 覆盖 所 有 的 真菌 基因 组 分 析 方 法 。 下 面 的 网 址 会 给 
大 家 提供 更 多 相关 信息 。 

http://www. cals. nesu, edu/fungal genomics/index. html 

http://www. gene. genetics. uga. edu/ 

http://www. genome. ou. edu/fungal. html 

http://www. fgsc. net/ 
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丝 状 真菌 是 多 细胞 真 核 生物 ,在 其 整个 生活 周期 中 ,要 经 历 一 系列 形态 分 化 过 程 ,产生 
多 种 形态 和 功能 不 同 的 细胞 类 型 。 研 究 丝 状 真菌 发 育 过 程 的 方法 涉及 生长 测定 、 显 微观 察 
和 分 化 特征 研究 等 。 


2 丝 状 真菌 生长 的 测定 


真菌 的 生长 是 真菌 重要 的 生理 机 能 ,真菌 通过 适宜 的 环境 条 件 吸 收 营 养 物 质 ,通过 异 
化 和 同化 等 代谢 过 程 ,将 营养 物质 转化 为 本 身 的 细胞 物质 ,因而 增加 了 个 体 的 体积 ,这 是 一 
切 生理 活动 的 综合 反映 。 研 究 真菌 生长 是 与 其 生理 特性 和 生产 实践 密切 结合 的 ,所 以 , 生 
长 现象 的 研究 有 其 理论 上 和 实践 上 的 意义 。 真 菌 的 生长 一 般 是 由 孢子 萌发 产生 一 短暂 的 
牙 管 , 菌 丝 从 这 个 中 心 点 向 各 个 方向 均等 生长 而 发 育成 一 个 球形 菌落 。 菌 丝 体 的 生长 点 是 
在 菌 丝 的 顶端 ,以 其 顶端 延长 的 方式 进行 , 菌 丝 的 衰老 部 分 是 不 能 生长 的 。 丝 状 真菌 的 生 
长 主要 是 指 菌 丝 体 生 长 量 的 增加 。 


2.1 材料 和 用 具 
COD APH: RIRE (Rhizopus stoloni fer) , %& A hÆ (Aspergillus candidus), J^ RAE 


(Penicillium chrysogenum) , 
(2) 培养 基 :PDA 培养 基 。 
(3) 显微镜 用 具 : 目 镜 测 微 尺 、 镜 台 测 微 尺 ,培养 四 ,接种 针 , 直 尺 ,U 形 培养 管 。 


2.2 方法 和 内 容 


方案 1 菌 丝 顶 端 生长 的 测定 


1. 培养 黑 根 霉 于 PDA 上 ,28MC 培 养 15h。 

2. 用 显微镜 的 镜 台 测 微 尺 来 校对 目镜 测 微 尺 。 镜 台 测 微 尺 100 格 共 长 1mm, EAA 
10pm, 标 定 目镜 测 微 尺 上 每 小 格 表示 多 少 微 米 。 

3. 将 黑 根 霉 平板 放置 于 显微镜 台 上 ,在 菌落 边缘 选择 单 根 菌 丝 边 缘 , 在 低 倍 显微镜 下 
聚焦 。 

4. 将 目镜 测 微 尺 与 菌 丝 平行 ,并 选择 菌 丝 开 始 出 现 侧枝 的 位 置 与 目镜 测 微 尺 上 的 一 条 
划 线 重合 ,这 个 点 即 为 参照 点 。 

5. 每 隔 一 定时 间 测 量 一 次 菌 丝 的 生长 速度 。 

6. 观察 5 次 后 ,根据 时 间 和 延长 生长 的 长 度 绘 制 延长 生长 曲线 ,并 求 出 生长 速度 : 

。86 。 
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S=LX 10" X60/t 
A P Si /(mm/ID ; L— KE / um;t—W i) /min, 


方案 2 菌落 生长 速度 的 测定 


l. 用 接种 针 自 斜面 上 生长 的 产 黄 青 霉 取 少量 菌 丝 , 点 种 于 平板 中 心 ,28M 温 箱 中 培养 。 
2. 每 隔 24h 在 培养 基底 部 量 取 菌落 的 直径 。 
3. 经 5 天 后 求 出 每 小 时 的 生长 率 (mmy/h) ,并 绘制 曲线 ,表示 生长 与 时 间 的 关系 。 


方案 3 直线 生长 速率 的 测定 


1. JUR Jj PDA 培养 基 的 U 形 培 养 管 1 支 。 

2. 在 长 有 亮 白 曲 霉 的 斜面 上 ,切取 1mm2 小 块 菌落 ,用 移植 器 移入 曲 管 的 底部 ,两 端 同 
HAA., 

3. 280A P383, 4E I8 24h 在 菌 丝 蔓延 的 尖端 用 记号 笔 做 记号 ,测量 其 距离 。 

4. 5 天 后 计算 真菌 生长 速率 (mmy/h) ,并 绘制 生长 曲线 。 


3 丝 状 真菌 孢子 的 萌发 


影响 孢子 萌发 的 因素 很 多 ,外 因 有 湿度 、pH、 营 养 物质 的 种 类 和 浓度 、 光 照 等 ;内 因 有 孢 
子 的 寿命 生命力、 成 熟 度 及 休眠 期 等 。 孢 子 的 萌发 包括 膨胀 .局 部 极 化 .新 壁 物质 的 合成 
以 及 芽 管 的 出 现 ,这 些 过 程 伴随 着 细胞 超 微 结 构 和 生化 水 平 的 许多 变化 。 下 面 介绍 2 种 统 
计 孢 子 萌 发 率 的 方法 。 


方案 4 XOT AXE 


方法 一 : 悬 滴 法 

l. 在 长 好 的 稳 瘟 病菌 的 平板 上 加 入 10ml 的 水 , 洗 下 孢子 ,然后 倾 于 清洁 的 离心 管 中 ， 
4 000r/min 离 心 3 一 4min, 弃 去 上 清 液 , 再 倒 入 水 离心 ] 次 ,然后 将 干净 的 孢子 加 一 定 的 蒸 
饮水 ,悬浮 ,计数 105/ml。 

2. 孢子 稀释 液 以 20p1/ 滴 接种 于 投影 膜 (杭州 高 科 工 贸 公司 ) 表 面 ,2h 后 ,随机 取 5 个 
视野 ,统计 孢子 前 发 率 。 

孢子 萌发 率 一 萌发 的 孢子 数 /孢子 总 数 X100%6 

方法 二 :液体 摇 床 振荡 萌发 法 

1. 25 光照 -黑暗 (14h 光照 和 10h 黑暗 ) 培 养 12 一 14 天 ,水 洗 收 集 稻 间 病菌 分 生 孢 子 。 
3 层 灭 菌 擦 镜 纸 过 滤 孢 子 ,收集 孢子 悬浮 液 。 

2. 孢子 悬浮 液 计数 10! 一 108 个 孢子 /ml, 接 入 250ml 液体 CM 培养 基 中 ,28'C ,180r/min 
振荡 培养 th, 制 作 玻 片 统计 孢子 萌发 率 。 

3. 在 高 倍 镜 下 随机 挑 取 5 个 视野 的 平均 值 。 计 算 孢 子 萌发 的 百分率 。 


4 稳 瘟 病菌 细胞 生物 学 分 析 


稻 瘟 病菌 是 丝 状 真菌 分 子 生物 学 和 致 病 机 理 研究 的 模式 ,具有 典型 的 侵 染 过 程 。 分 
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生 孢 子 成 功 降落 到 水 稻 叶 片上 ,分 生 孢 子 的 尖端 就 能 够 泄 放出 粘 胶 ,使 其 与 水 稻 叶片 的 
疏水 表面 紧密 粘贴 在 一 起 ; 2h 之 内 ,分 生 孢 子 萌发 ,产生 芽 管 , 芽 管 尖端 形成 一 个 “ 钩 状 ” 
结构 并 肿 大 ,继而 诱发 形成 具有 侵 染 能 力 的 细胞 结构 一 一 附着 胞 (appressorium) 。 随 着 附 
着 胞 的 不 断 成 熟 , 内 部 积累 了 高 浓度 的 甘油 ,成 熟 附着 胞 可 以 产生 8. 0MPa 的 巨大 压力 ， 
相继 形成 侵 染 栓 , 穿 透 寄 主 表皮 ,进入 叶肉 组 织 , 形 成 次 生 菌 丝 体 在 寄主 组 织 的 胞 内 胞 间 
传播 ,导致 寄主 退 绿 和 组 织 坏死 ,最 终 表现 明显 的 病 斑 ;进而 ,在 叶片 表面 产生 分 生 孢 子 
可 以 重新 侵 染 寄主 。 在 此 以 稻 癌 病菌 为 例 , 介 绍 真菌 发 育 过 程 中 的 各 种 细胞 学 分 析 
方法 。 


方案 5 稳 瘟 病菌 产 钨 培养 ,孢子 收集 和 附着 胞 诱导 培养 


l. 取保 存 于 滤纸 片上 的 存放 在 一 20C 的 稻 辣 病菌 菌 种 ,接种 于 CM 固体 培养 基 上 
活化 。 
.25 光照 -黑暗 (14h 光照 和 10h 黑暗 ) 培 养 12—14 K. 
. 水 洗 收 集 稻 盖 病 菌 分 生 孢 子 。 
. 3 层 灭 菌 擦 镜 纸 过 滤 孢 子 , 收 集 孢 子 悬 浮 液 。 
. 5 000r/min 离心 10min, 移 去 上 清 液 。 
. 沉淀 的 孢子 用 无 菌 水 稀释 至 孢子 浓度 为 (1~1.5)X105 孢 子 /ml。 
. 孢子 稀释 液 以 20p1/ 滴 接种 于 投影 膜 (杭州 高 科 工 贸 公司 ) 表 面 。 
. 25'C € tid H- T 338-24 h 后 收集 诱 时 形成 的 附着 胞 。 


方案 6 稳 瘟 病菌 侵 染 过 程 的 组 织 病理 学 观察 


试剂 与 溶液 ， 

1. 棉 蓝 乳 酚 液 ” 乳 酚 油 中 加 入 0.05%% 一 0.1%% 棉 蓝 。 乳 酚 油 配方 为 :乳酸 20ml X) 
20ml, 20% zh 40ml, 3&4 zK. 20ml。 

2. 固定 透明 液 ”和 乳 酚 油 : 95 听 乙醇 溶液 一 1 : 2。 

方法 与 步骤 : 
.准备 稳 间 病菌 的 分 生 孢 子 悬 浮 液 ,浓度 为 104! 一 105 和 孢子/ml。 
，20pl/ 滴 接种 于 生长 8 天 的 大 麦 叶 片 。 
， 24h、48h、72h、96h 各 时 间 段 取 接 种 过 孢子 的 叶片 ,在 甲醇 中 脱色 直至 叶片 透明 。 
. 用 固定 透明 液 固定 样品 10min。 
. 棉 蓝 乳 酚 液 染色 10min 后 ,用 固定 透明 液 脱 色 。 
. 显微镜 观察 附着 胞 穿 透 情况 。 


方案 7 稻 瘟 病菌 孢子 .附着 胞 内 脂 质 体 、 糖 原 的 观察 


1. 脂 质 体 的 观察 ( 尼 罗 红 染色 ) 

试剂 :50mmol/L Tris/ 马 来 酸 缓冲 液 ,pH 7. 5;20mg/ml 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 (PVP， poly- 
vinylpyrrolidone) ;2. 5&g/ml Æ £r (9-diethylamino-5 H-benzo[ a ]phenoxazine-5-one; Sig- 
ma), 
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新 鲜 收 集 的 孢子 ,接种 于 洋葱 表皮 或 者 塑料 盖 玻 片上 ,孢子 萌发 ,形成 附着 胞 。 将 待 检 
测 的 发 育 阶段 的 样品 上 滴 上 染色 液 数秒 钟 ,用 尼康 显微镜 (含有 EFD-3 B-2A 滤 片 ), 观 察 
荧光 。 

2. 3&/& (glycogen) # & 

试剂 :1ml ddH; O 中 包括 60mg KI 和 10mg Iz. 

新 鲜 收 集 的 孢子 ,接种 于 洋 营 表 皮 或 者 塑料 盖 玻 片上 ,孢子 区 发 ,形成 附着 胞 。 将 待 检 
测 的 发 育 阶 段 的 样品 上 滴 上 染色 液 数秒 钟 ,显微镜 下 观察 (Nikon Optiphot-2 microscope) , 
很 快 会 看 到 黄 褐色 糖 原 沉 积 物 ，, 如 果 没 有 颜色 变化 ,说 明 没有 糖 原 积累 。 

3. 荧光 染色 二 乙酸 英 光 素 (Bio Basic Inc. , East Markham, Ontario, Canada) 贮存 于 
丙酮 溶液 ,浓度 为 5mg/ml(4C)。 在 使 用 时 ,吸取 一 定量 的 二 乙酸 荣光 素 的 贮存 液 到 原生 
质 体 悬 液 中 ,以 达到 终 浓 度 0.01% 。 将 混合 液 在 室温 静 置 5min 后 ,在 荧光 显微镜 下 观察 原 
生 质 体 发 射 荧 光 的 情况 ;激发 光波 长 为 488nm。 

4. 细胞 自 哄 过 程 真 核 生物 中 ,细胞 自 哄 过 程 是 进化 上 保守 的 过 程 。 在 细胞 自 哄 过 程 
中 , 双 层 膜 的 小 泡 一 一 “ 自 哄 泡 ”的 形成 是 这 一 过 程 的 显著 标志 。 自 只 泡 一 旦 完全 形成 ,其 
外 层 膜 与 液 泡 膜 融合 ,释放 自 哄 泡 内 部 的 物质 到 液 泡 内 腔 , 这 些 物 质 被 降解 成 为 大 分 子 再 
利用 。 自 噬 过 程 可 以 分 为 7 个 独立 的 步骤 :四 感应 ( 即 小 泡 开 始 形成 的 感应 ) ;加 选择 和 和 包装 
物质 ;G 小 泡 形 成 开始 (成 核 现象 ) ;图 小 泡 扩 张 和 完 成 ;@@ 修 复 ;@ 小 泡 与 液 泡 的 融合 ;@O 液 
泡 腔 室内 包 训 物质 。 近 年 来 ,细胞 自 噬 过 程 成 为 研究 的 热点 ,具有 重大 的 生物 学 研究 价值 。 
针对 酵母 (Saccharozayces cerevisiae) 9X, x (Caenorhabditis elegans) fe & X A 4 H (Dicty- 
ostelium discoideuml ) HARA , $a I&, E] vi it AE 5p T du RUE E MO AE do 2C 9 
作用 ;对 于 防御 病原 体 的 入 侵 , 寿 命 的 延长 和 阻止 各 种 癌症 具有 作用 ;尤其 是 在 营养 缺乏 的 
条 件 下 ,可 以 通过 物质 的 再 利用 维持 细胞 的 生长 。 


方案 8 细胞 自 噬 现象 的 观察 


1. 稳 瘟 病菌 在 液体 CM 培养 2th, 用 无 菌 水 将 培养 基 洗 净 , 然 后 转移 到 MIML-N 中 (含有 
2mM PMSF) ,诱导 4h, 
2. 显微镜 下 观察 细胞 自 噬 现 象 。 


方案 9 酒精 氧化 酶 活性 测定 


原理 : 

CH;,OH4-O, —H;CO-4-H;O, 

H;O; -2ABTSred--H;O--2ATBSox 

氧化 的 ABTS 为 绿色 ,在 420nm 吸光 值 最 大 。 

试剂 : 

l. 溶液 A 0.5mg/ml ABTS, 10U/ml 辣 根 过 氧化 物 酶 ,50mmol/L pH7. 2 磷酸 钙 缓 
冲 液 。 

2. 溶液 BB 10mol/L  8&(4074, V/V ,甲醇 /水 )。 

注意 :溶液 A 可 以 在 4C ,黑暗 ,保存 工 周 ;ABTS 光 下 不 稳定 。 
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方法 与 步骤 : 
， 比 色 杯 中 加 入 (0. 99— X) ml 溶液 A, 
。 加 入 Xml 样品 。 
. 平衡 ,使 其 稳定 (至 少 2min); 加 入 10 风 溶液 B. 
. 测定 吸光 值 的 变化 率 ( 测 定 最 大 值 ) ,斜率 恒定 ,大 约 45 。 
. 取 2 个 不 同体 积 的 样品 ,进行 上 述 操作 。 
.以 每 毫克 或 者 每 毫升 蛋白 中 多 少 个 单位 的 酶 来 表示 酶 活性 。 
计算 酶 活性 : 
1 x AE 
2X43. 2XVXC A 


c420—43,2cm* * pmol ~’ 3;V 一 体积 5C 一 蛋白 质 浓度 
注意 :一 分 子 HO: 氧化 两 分 子 ABTS. 


方案 10 冷冻 替代 用 于 电子 显微镜 观察 


以 酵母 (镰刀 ) 菌 为 例 

1. 茵 种 接 于 MY 液体 培养 基 中 , 置 于 28 过 夜 培养 。 

2. 倒 好 的 MY 平板 上 放置 无 菌 纤维 素 膜 (5mmX7mm) ,将 一 滴 过 夜 培养 的 菌 液 滴 于 
HE .E.,28'C3&J& 6h, 

3. 将 膜 从 平板 上 快速 取 下 ,立即 浸入 融化 的 Freon23( 用 液 氨 预 冷 ) 中 国定 。 

4. 样品 置 于 无 水 丙酮 中 一 85'C ,2 周 ; 其 间 更 换 2 次 无 水 丙酮。 

5. 处 理 好 的 样品 转移 至 295 )x, — 8 3-274 OsO, "P —85'C 3k €. 12h, 然 后 置 于 一 20'C 
12h,OC 时 每 45min 更 换 一 次 2%OsO4 共 2 次 ;再 将 样品 放置 在 2%OsO, 中 21'C 2h。 

6. 将 带 有 细胞 的 纤维 素 膜 逐步 在 渗入 Epon-Araldite( 用 丙酮 溶解 ), 至 Epon-Araldite 
浓度 达到 10054, 

7. 将 膜 放 于 2 Æ Teflon 包 被 的 玻璃 片 中 间 ,70 人 CC 聚合 反应 48h。 

8. 镜 检 ,检查 细胞 是 否 冷 冻 完 全。 

9. 染色 。 将 2% 的 乙酸 双 氧 铀 与 异 丁 醉 按 9: 1(V : V) 配 成 溶液 (乙酸 双 氧 铀 和 异 丁 
醇 分 别 过 滤 除 菌 ) ,在 旋涡 混合 器 中 搅拌 30min 后 立即 使 用 。 将 在 纤维 素 膜 上 生长 的 菌 体 
收集 至 方 格 网 中 在 该 染色 剂 中 染色 30min, 然后 在 乙酸 铅 中 米色 10min。 

10. 电镜 观察 。 


方案 11 细胞核, 细胞壁 和 隔膜 的 染色 


设备 与 试剂 : 

l. 平头 锰 子 (用 于 取 盖 玻 片 )(Sigma 公司 )。 

2. dE AE GR CE X dO (Baxter 公司 ) 。 

3. 封口 膜 (Parafilmy) 。 

4. 国定 液 ” 3.7%% 甲 醛 ,0.2%TritonX-100,50mmol/L 磷酸 缓冲 液 pH7。 
5 

6 


D N e O N LA 


. Hoechst 溶液 ”lmg/ml Hoechst 33258(Sigma) 水 溶液 ;4SC 训 光 保 存 。 
. Calcofluor( 3€ ÆRA) ER — lmg/ml Blankophor BBH 标准 SV-2460(Bayer) 水 溶 
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液 ;溶液 中 加 入 1 一 2 滴 lmol/L $ KOH, 

7. Hoechst/Calcofluor 染色 — 2u1 Calcofluor 溶液 ;lyl Hoechst 溶液 溶 于 5ml 水 中 ;用 
薄片 盖 住 。 

8. 封 固 液 ”50% 甘 油 ,10%% 磷 酸 缓冲 液 pH7,0. 196 nn- 丙 基 没 食 子 酸 。 

方法 与 步骤 

1. 用 杀 子 (酒精 灯 烧 过 ) 央 取 一 个 干净 的 载 玻 片 放 于 无 菌 培 养 垩 中。 注意 :有 的 研究 者 
用 95% 乙 醇 溶液 ,0. 1mol/LHCI 预 处 理 玻 片 ,然后 灭 菌 。 但 我 们 发 现 不 是 必须 要 这 样 
处 理 。 

2. 15m] 无 菌 离心 管 中 加 入 10ml 左右 的 培养 基 , 再 加 入 大 约 105 个 分 生 孢 子 , 颜 倒数 次 
混 匀 。 

3. 将 含有 分 生 和 孢子 的 培养 基 倒 到 盖 玻 片上 。 为 了 防止 菌 丝 在 盖 玻 片 下 面 生长 ,用 离心 
管 (无 菌 ) 底 部 按压 盖 玻 片 以 除去 玻 片 底部 的 气泡 。 

4. 根据 试验 的 不 同 选择 适宜 的 培养 时 间 和 温度 。 

9. 将 固定 液 倒 入 小 科普 林 染 色 红 中 ,然后 将 玻 片 放 入 染色 生 中 30min。 注 意 : 菌 丝 朝 
向 很 重要 。 我 们 常常 放 盖 玻 片 目的 是 为 了 菌 丝 朝 上 。 

6. 用 一 小 烧杯 水 简单 冲洗 。 

7. 在 一 块 封 口 膜 上 滴 450kl Hoechst/Calcofluor 染色 液 。 玻 片 置 于 染色 液 上 , 菌 丝 面 
朝 下 ,其 上 盖 一 块 铝 薄片 或 小 盒子 避 光 。 室 温 放 置 5min。 注 意 :我 们 将 封口 膜 放 在 有 机 玻 
璃 上 ,然后 用 直 边 去 除 多 余部 分 ,可 以 用 DAPI 代替 Hoechst, 

8. 用 一 小 烧杯 水 简单 冲洗 。 

9. 载 玻 片 上 滴 70 封 固 液 。 小 心 将 盖 玻 片 放 在 封 国 液 上 以 免 产 生气 泡 。 

10. 将 上 述 载 玻 片 盖 上 铝 薄片 空气 中 干燥 1h。 用 指甲 油 将 盖 玻 片 周 围 封 住 。 注 意 : 如 
果 封 片 之 前 盖 玻 片 已 经 放 了 很 长 一 段 时 间 ，, 那 么 将 盖 玻 片 放 在 ACA SX, 

ll. 荧光 显微镜 下 观察 。 

12. 4C 避 光 保 存 。 染 色 时 间 长 ( 几 个 月 ) 可 能 观察 更 清楚 。 


第 七 章 ” 丝 状 真菌 的 信号 传导 
1 概述 


在 真 核 生 物 细 胞 中 也 包括 真菌 ,蛋白 激酶 是 信号 传导 途径 的 重要 成 分 。 一 般 来 讲 ,一 
连 串 的 反 向 磷酸 化 /去 磷酸 化 过 程 是 信号 传导 的 主要 机 制 。 这 个 机 制 提供 了 信号 传导 途径 
的 专 一 性 和 多 样 性 。 虽 然 第 二 信使 ,例如 钙 离 子 途径 ,IP3、cAMP 及 G 蛋白 也 在 一 些 信号 
传导 情况 中 具有 至 关 重 要 的 作用 ,他 们 也 是 通过 调节 蛋白 激酶 的 形式 发 挥 其 生理 功能 。 


1.1 基因 组 中 的 蛋白 激酶 


通过 对 模式 系统 的 研究 ,例如 在 芽 殖 酵母 、 裂 殖 酵 母 及 黑 曲霉 中 ,已 经 证 明 蛋 蝗 激 酶 在 
几乎 所 有 的 细胞 生长 发 育 过 程 中 起 关键 的 作用 ,对 内 部 生理 信号 和 发 育 分 化 信息 ,以 及 外 
部 刺激 发 生 反 应 。 这 些 激酶 包括 高 度 保守 的 细胞 过 程 像 细胞 循环 调节 、 检 验 点 的 控制 、 转 
录 和 翻译 过 程 的 调节 等 。 还 有 真菌 特异 的 涉及 菌 丝 生长 极 性 和 分 化 的 功能 ,细胞 壁 成 分 的 
代谢 和 产 孢 过 程 等 。 芽 殖 酵 母 基 因 组 测序 的 完成 ,揭示 了 大 约 2%% 的 酵母 基因 编码 蛋白 激 
酶 ,代表 了 30 多 个 基因 家 族 , 更 加 彰显 了 蛋白 激酶 在 细胞 调节 和 信号 传导 中 的 重要 性 。 虽 
然 从 丝 状 真菌 中 分 离 出 的 蛋白 激酶 只 有 约 20 个 ,我 们 还 是 可 以 预见 丝 状 真菌 含有 的 蛋白 激 
酶 的 数量 必定 超过 酵母 。 

在 过 去 的 几 年 里 ,已 经 有 数 十 个 真菌 的 基因 组 序列 测定 工作 完成 ,许多 EST 序列 库 也 
已 经 公布 ,众多 的 和 蛋白 激酶 基因 将 被 揭示 ,全 面 了 解 这 些 基因 的 特性 将 指日可待 。 怎 样 充 
分 利用 这 些 序列 信息 资源 快速 揭示 丝 状 真菌 中 信号 传导 的 机 制 是 我 们 在 丝 状 真菌 后 基因 
组 时 代 所 面临 的 重要 挑战 之 一 。 但 去 庸 置疑 ,真菌 基因 组 序列 数据 库 和 生物 信息 工具 在 这 
些 数 据 库 中 的 应 用 将 极 大 促进 信号 传导 途径 中 的 关键 成 分 的 研究 鉴定 。 但 是 ,采用 正确 的 
生理 数据 完整 地 建立 一 条 信号 传导 途径 ,并 阐明 相应 的 分 子 机 制 也 将 是 需要 精巧 的 遗传 
学 \ 细 胞 生物 学 和 生物 化 学 的 有 机 结合 的 复杂 研究 过 程 。 

信号 传导 研究 很 大 程度 上 是 蛋白 激酶 的 调节 研究 。 因 此 ,我 们 在 此 将 集中 在 丝 状 真菌 
中 研究 信号 传导 方面 的 主要 方法 和 技术 。 由 于 蛋白 激酶 大 多 含有 保守 的 结构 和 生化 特性 ， 
本 章 将 讨论 蛋 日 激酶 的 一 般 性 质 ,这 些 性 质 是 我 们 所 采用 的 研究 方法 的 基础 。 在 本 章 还 将 
列 出 我 们 经 常 应 用 的 方法 来 鉴定 蛋白 激酶 的 分 子 和 生化 特性 ,而 高 度 保守 的 蛋白 激酶 如 
MAP 途径 的 激酶 ,由 于 其 在 其 他 生物 中 的 研究 已 经 很 完善 ,本 章 将 不 进行 介绍 。 


1.2 和 蛋白 激酶 的 一 般 特 性 


蛋 日 激酶 是 催化 VERA ATP 转移 到 其 他 蛋白 基质 的 残 基 上 的 酶 ,如 丝氨酸 、 苏 氨 

酸 、 酷 氨 酸 ,组 氨 酸 等 氨基 酸 残 基 上 。 根 据 氨基 酸 接受 磷酸 根 的 特性 ,蛋白 激酶 通常 可 以 分 

为 4 类 :丝氨酸 / 苏 氨 酸 和 蛋白 激 酶 . 酪 氨 酸 蛋白 激酶 . 双 特 异性 蛋白 激酶 (丝氨酸 / 苏 氨 酸 和 栈 

氨 酸 激酶 )` 组 氨 酸 蛋白 激酶 。 芽 殖 酵母 全 基因 组 序列 测定 的 完成 ,显示 类 似 于 哺乳 细胞 ， 
。92 。 
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真菌 缺少 真正 的 酷 氨 酸 激酶 。 组 氨 酸 激酶 的 结构 与 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 或 酷 氨 酸 激酶 的 相 
关 性 不 大 。 组 氨 酸 激酶 运用 一 个 磷酸 基 依赖 系统 将 磷酸 残 基 从 一 个 组 氨 酸 磷酸 化 介 体 转 
移 到 靶 基 质 是 一 个 天 冬 氨 酸 残 基 的 氨基 酸 残 基 上 ,因此 ,组 氨 酸 激酶 也 称 为 双 组 分 系统 。 
尽管 双 组 分 信号 系统 是 细菌 对 外 界 刺激 发 生 反应 的 主要 机 制 , 在 真菌 中 这 类 激酶 家 族 并 不 
是 广泛 应 用 的 信号 途径 ,虽然 一 般 认为 这 个 系统 在 调节 渗透 压 的 过 程 中 起 作用 。 这 样 ,在 
真菌 中 ,信号 传导 途径 主要 通过 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 介 导 。 

根据 稳定 的 和 保守 的 蛋白 残 基 的 特征 ,所 有 蛋白 激酶 的 催化 结构 域 可 以 分 为 12 个 
亚 结构 域 。 而 且 , 丝氨酸 / 苏 氨 酸 和 酷 氨 酸 激酶 在 其 激酶 结构 域 中 含有 特异 性 的 不 同 保 
守 残 基 。 因 此 ,一 个 不 明 的 蛋白 激酶 根据 其 与 已 知 蛋 白 酶 的 相似 性 ,可 以 很 确实 的 预测 
是 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋白 激酶 还 是 酪 氨 酸 蛋白 激酶 。 在 结构 拓扑 学 、 调 节 及 基 物 特异 性 方 
面 ,蛋白 激酶 催化 结构 域 的 相似 性 已 经 证 明 是 很 好 的 相似 性 指标 。 这 样 , 对 数据 库 中 已 
知 蛋白 激酶 的 快速 的 序列 相似 性 检索 是 一 个 界定 真菌 新 蛋白 激酶 的 很 好 的 研究 开端 。 
真菌 信号 传导 的 主要 研究 内 容 是 蛋白 激酶 的 调节 功能 。 本 章节 主要 描述 应 用 于 丝 状 真 
菌 蛋 白 激酶 的 实验 方法 。 


2 有 蛋白 抽 提 


蛋白 激酶 通过 调节 激酶 的 磷酸 化 状态 ,进而 调控 细胞 的 生理 功能 ,在 细胞 信号 传导 
过 程 中 起 着 关键 的 作用 。 和 蛋白 激酶 的 磷酸 化 可 以 使 蛋白 处 于 活化 或 抑制 状态 。 因 此 , 激 
酶 抽 提 过 程 中 需要 保持 蛋 百 的 磷酸 化 状态 ,提取 使 用 的 缓冲 液 应 该 包含 有 蛋白 磷酸 酶 抑 
制剂 。 


方案 1 HW" Aspergillus ?zzdzilazzs) 蛋 白 激 酶 的 抽 提 


试剂 : 

l. YG 培养 基 0. 526 (W /V) BEHE 383 4,125 (多 /V) 葡 萄 糖 ,20 mmol/L MgSO, , 微 
量 元 素 混 合 物 (1ml/L) ,根据 菌株 加 入 所 需 的 维生素 混合 物 (1 000X 储存 液 ) 。 

2. 微量 元 素 混 合 物 配 方 FeSO, ，7H,O(lg/L),ZnSO, *， 4H;O 〇 (8. 8g/L),CuSO, 。 
4H;,O(0. 4g/L), MnSO, * 4H;O(0. 15g/L) , NaB,O; * 10H;O(0. 1g/L) , (NH: )s Mo; Os, * 
4HsO 〇 (0. 05g/L) 。 依 次 称 量 和 溶解 每 一 种 化 合 物 , 即 为 1 000X 储 存 液 。 每 升 储存 液 中 加 
入 1ml 氯仿 可 以 长 期 保存 。 

3. 终止 液 160mmol/L NaCl, 1mmol/L NaN, (4t $,45) ,10mmol/L EDTA pH 8.0, 
50mmol/L NaF, 

4. 蛋白 抽 提 液 ”30mmol/L Tris-HCl pH 7.5, &- Jj F 9] 4k & Bi dp dp] A: JE RC Cleu- 

.peptin) (13,g/mD , K 3t Me ic 6 B / Me SEX B (soybean trypsin/chymotrypsin) 抑 制剂 (13pg/ 
ml) , 4p Ak && Caprotinin) (13ug/mD , N-P RRD v S, KAL P BSCTPCK, N-tosylpheny- 
lalanine chloromethyl ketone) (13ug/mD ; 3nmol/L TAME(Na-?-tosyl-L-arginine methyl 
ester), Zmmol/L X P 4 (benzamidine), 0. 3mmol/L PMSF ( pheylmethy-lsulfonyl fluor- 
ide) ;含有 下 列 磷酸 酶 抑制 剂 :100mmol/LB- 甘 油 磷 酸 ,20mmol/L NaF,1 mmol/L 钒 酸 钠 
(sodium vanadate) ,20 mmol/L 对 - 硝 基 茶 磷 酸 (p-nitrophenyl phosphate),10nmol/L 4i 3& 
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* (microcystin), lumol/L 冈 田 酸 (okadaic acid); 还 含有 25mmol/L EGTA pH 7.5, 
7 mmol/L EDTA pH 8.0,0. 296 (V/V) Nonidet P-40 (i£ 75 zt :& 982,1 mmol/L DDT (di- 
thiothreitol, 二 硫 苏 糖 酵 ) 。 抽 提 液 需要 新 鲜 配 制 ,PMSF 在 研磨 时 加 入 。 
方法 与 步 又 : 
1. 按 (2X105 个 /ml) 的 孢子 接种 孢子 到 YG 培养 基 , 在 扬 床 (32\C ,170r/min) 中 培养 至 
指教 生长 期 的 早期 或 中 期。 
. 在 一 层 滤 布 (miracloth) 上 真空 过 滤 收 集 菌 丝 , 立 即 用 冰冷 的 终止 液 洗 一 遍 菌 丝 。 
.用 纸巾 吸 干 菌 丝 后 ,用 液 氨 瞬间 冷冻 菌 丝 。 
. 按 每 克 冰 冻 菌 丝 加 入 2. Sml 抽 提 液 , 在 冰 上 用 研 钵 和 研 桂 研 磨 菌 丝 5min。 
. ÑS 10min,14 000g,]C。 等 量 分 装 上 清 液 , 液 氮 冷 冻 长 期 保存 。 
. 用 徽 温 水 解冻 冰冻 的 蛋白 抽 提 液 , 重 新 离心 抽 提 液 。 
. 使 用 前 使 用 Bio-Rad 蛋白 分 析 试 剂 测定 蛋白 浓度 。 


3 蛋白 免疫 沉淀 反应 


在 蛋白 粗 提 液 中 ,检测 蛋白 含量 或 激酶 活性 通常 使 用 快速 的 亲 和 纯 化 或 免疫 沉淀 。 

方案 2 NIMA de X o2& 36 WE CE. coli) 中 的 表达 和 His-tag 亲 和 纯 化 

试剂 : 

l. 含有 pET21a-NIMA 质粒 的 BL21(DE3)pLysS 细胞 。pET21a-NIMA 的 构建 过 程 

含有 nimA 开放 阅读 框 的 BglII-NotI 片段 插入 pET21a 质粒 ,并 使 T7 前 导 序 列 (leader 
sequence) 位 于 N His-tag 序列 位 于 CC 3$, 

2. HK 结合 缓冲 液 ”30mmol/L Tris-HCl pH 7.9, 含 有 下 列 蛋 白 抑制 剂 : 亮 肽 素 
(13ug/mD , ,大 豆 胰 蛋白 酶 / 胰 凝 素 酶 抑制 剂 (13ug/ml), 抑 肽 酶 (13ug/ml) ,N- 甲 菜 磺 酸 酚 
KAR S46 T E) CTPCK) (13ug/ml), 3mmol/L TAME, 7mmol/L X '£ 8E, 0. 3mmol/L 
PMSF; 并 含有 下 列 磷酸 酶 抑制 剂 :100mmol/LB- 甘 油 磷 酸 ,20mmol/L NaF, 1mmol/L 饥 酸 
钠 ,20mmol/L 对 - 硝 基 茶 磷 酸 ;还 含有 0. 205 (V/V) Nonidet P-40, 10mmol/L 咪唑 (imidaz- 
ole) ,0. 5 mol/L NaCl, 

3. Immol/L IPTG(isopropyl B-D-thiogalactopyranoside) , 溶 于 水 ,过 滤 除 菌 , 一 20'C 保 
存 。 

4. 洗涤 缓冲 液 ”30mmolL Tris-HCl pH 7. 9,60mmol/L 咪唑 ,0. 5mol/L NaCl, 

9. 洗 脱 缓冲 液 ”20mmol/L Tris-HCl pH 7. 9,0. 5mol/L 咪唑 ,0. 5mol/L NaCl, 

6. 按照 per Novagen 的 指导 ,用 lml 包装 的 镍 填充 His 结合 树脂 (nickel-charged 
His. bind resin) 的 柱子 。 

7. NIMA 储藏 缓冲 液 含有 15% 甘 油 的 1XPBS 和 磷酸 酶 抑制 剂 :100mmol/LB- 甘 油 
888 ,20mmol/L NaF,1mmol/L 钒 酸 钠 ,20mmol/L 对 - 硝 基 茶 磷 酸 。 

方法 与 步骤 : 

1.NIMA 表达 

(1) 挑 一 个 BL21 CDE3) pLysS. 大 肠 埃 希 菌 的 单 菌落 到 50ml LB 38 JE X ,37C 4 Jf 
RA, 


T1 0» 0) A Qo D 
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(2) 5 000g 离心 5min 收集 菌 体 , 用 新 鲜 的 LB 培养 基 洗 1 次 。 

(3) 把 细菌 接种 到 1L 新 鲜 的 LB 培养 基 中 (每 2L 3963. 500ml 3838-32 ,37/0 383, 
到 ODio 达 到 0. 5。 

(4) 把 培养 物 放 在 20C 的 扬 床 中 ,继续 培养 10min。 

(5) 培养 基 中 加 入 0. 4mmol/L 的 IPTG 诱导 NIMA ik ,20'C 4 £k 32-Jf- 4h, 

(6) 5 000g 离心 5min 收集 菌 体 ,4 人 CC 保存 。 

2. NIMA 纯化 

(QD 用 冰冷 的 HK 结合 缓冲 液 悬 浮 细 胞 ,每 1L 培养 物 加 20ml 缓冲 液 。 

(2) 在 冰 上 超声 破碎 细胞 ,直到 样品 不 再 夭 稠 。 

(3) 39 000g 离心 15min, 1'C, 

(4) 把 上 清 液 装载 到 填充 His 结合 树脂 的 柱子 上 ,以 1ml/ min 的 速度 过 柱 。 

(5) 用 15ml 的 HK 结合 缓冲 液 洗涤 。 

(6) 用 15ml 的 洗涤 缓冲 液 洗 涤 。 

(7) 用 15ml 的 洗 脱 液 洗 缓冲 脱 ,收集 m 组 分 的 洗 脱 液 。 

(8) 用 储藏 缓冲 液 替 换洗 涤 缓 冲 液 ,用 Centricon 30 离心 柱 (Millipore, USA) X% 
ANIMA, 


方案 3 有 蛋白质 免疫 沉淀 (JP) 


试剂 : 

1. KAB 缓冲 液 ”50mmol/L Tris-HCl pH 7. 5,10mmol/L MgCl, 1mmol/L DDT, 

2. TENN 缓冲 液 50mmol/L Tris-HCl pH 7. 5,5mmol/L EDTA pH 8.0,0.5%Non- 
idet P-40,150mmol/L NaCl,0. 0296 NaN; C & $,45) 。 

3. 蛋白 A 琼脂 糖 凝 胶 CL-4B 珠 1. 5g 的 蛋白 A 琼脂 糖 凝 胶 CL-4B 珠 悬 浮 在 10ml 的 
TENN 缓冲 液 中 ,然后 加 BSA 至 0. 1 中 。 珠 子 在 揪 床 中 扬 过 夜 ,4'"C ;然后 离心 洗涤 5 次 ,每 
次 用 8ml TENN RR. KTERE EFE 10ml 的 TENN 缓冲 液 中 。 

方法 与 步骤 : 

l. 在 1.5ml 离心 管 中 , 每 微克 蛋白 抽 提 物 加 入 10] NIMA 抗体 (E-14)。 用 新 鲜 的 HK 
缓冲 液 调节 体积 至 250p1, 混 匀 。 

2. K% 2h, 间 断 混 匀 。 

3. 按 lul 抗体 1mg 的 比例 加 入 蛋白 A 琼脂 糖 凝 胶 , 混 匀 。 吸 取 有 蛋白 A 琼脂 糖 凝 胶 珠 
前 需 先 悬 浮 。 

4. 在 摇 床 内 播 动 样品 30min, 4C. 

9. 7 000r/min 冷冻 离心 洗 桨 珠子 ,HK 缓冲 液 3 次 ,KAB 缓冲 液 2 次。 

6. 免疫 沉淀 物 然 后 可 以 和 2X 有 蛋白 上 样 缓冲 液 一 起 者 沸 , 用 于 SDS-PAGE 和 Western 
杂交 ;稀释 后 用 于 激酶 分 析 。 


4 凝 胶 阻 滞 试 验 (gel-shift assay) 检 测 蛋白 的 磷酸 化 状态 


蛋 日 激酶 的 活化 或 失 活 经 常 通过 一 系列 的 磷酸 化 或 去 磷酸 化 过 程 实 现 。 在 SDS- 


. 96 。 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 


PAGE 胶 中 ,磷酸 化 蛋白 根据 磷酸 化 程度 的 不 同 而 具有 不 同 的 迁移 率 , 与 蛋白 分 子 质量 条 
带 比较 后 可 以 判断 其 磷酸 化 程度 。 


方案 4 NIMA 磷酸 化 状态 的 凝 胶 阻 滞 试 验 


试剂 : 

1. TBST 溶液  20mmol/L Tris pH 7. 5,500mmol/L NaCl,0. 0595 (V/V) Tween 20, 
0. 0296 (W/V) NaN; CA S44) 。 

2. 5%BSA, 溶 于 TBST 溶液 。 

3. 3% 无 脂 牛 奶 , 溶 于 TBST 溶液 。 

4. PAP 缓冲 液 25mmol/L Pipes 缓冲 液 pH 6.0, 亮 肽 素 (13pg/ml) ,大 豆 胰 蛋白 酶 / 
ME C8 38 4) 8 GO3pg/mb , 42 A SE C13ug/mD , N- V 35 8&8 HAR AA Y SS (TPCKD 
(13ug/mD ,3 mmol/L TAME,7 mmol/L X- v # (benzamidine) ,0. 3 mmol/L PMSF, 

9. NIMA 抗 血 清 (E-14) ,1 : 200 稀释 于 含 5%BSA 的 TBST 溶液 中 。 

6. PAP(Potato acid phosphatase, 1 4 3-&& MESA BS) — € 1$ T 469 (NH0; SO, 于 
20 000g 离心 Imin,4'C, PAP € F PAP 缓冲 液 , 并 在 1LL 的 PAP 缓 冲 液 中 透析 过 夜 ， 
4C。 加 入 甘油 到 15% 。PAP 2X. 4E T —70'C, 

方法 与 步骤 : 

1. 从 4mg 来 自 各 个 同步 化 细胞 周期 的 细胞 的 不 同 阶段 的 蛋白 抽 提 物 制备 的 免疫 沉淀 
的 NIMA。 

2. NIMA 沉淀 物 的 SDS-PAGE 电泳 ,7.5%% 胶 ,16cmX20cm 胶 , 两 烯 酰 胺 混合 物 (1. 2g 
甲 叉 双 丙烯 酰胺 ,30. 2g VE REED, 

3. 为 了 进一步 确认 NIMA 3E Be 46, ZEE RR M de d] A ClO0mmol/L. 8B- 甘油 磷酸 ， 
Z0mmol/L NaF, Immol/L £u 45 , 20mmol/L 对 - 硝 基 茶 磷 酸 ,10nmol/L Až X, lumol/L 
风 田 酸 ,25mmol/L EGTA pH 7. 5,7 mmol/L EDTA pH 8.0) 存 在 或 不 存在 的 条 件 下 , 样 
品 用 0.1U 的 PAP 处 理 60min,30C。 在 SDS-PAGE 电泳 前 ,用 KABA NMA 免疫 沉淀 
Mo P di PAP( 离 心 ) 。 

4. NIMA 有 蛋白质 电 转 移 到 硝酸 纤维 膜 上 。 纤 维 膜 用 溶 于 TBST 溶液 的 5% (W/V) 
BSA 封闭 2h。 纤 维 膜 用 TBST 洗 4 次 ,每 次 10min; 在 1: 25 000 稀释 于 3% 无 脂 牛 奶 ( 溶 
T TBST 溶液 ) 的 蛋白 A-POIRGE LC B 3-64 (protein A- horse radish peroxidase conju- 
gate) iq 40min; 用 TBST 洗 4 次 ,每 次 5min, NIMA 蛋白 按照 说 明 书 用 化 学 发 光 法 
(chemiluminescence, ECI, Amersham) X. &, , 
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蛋 日 激酶 的 功能 和 生化 分 析 通 常 需要 测定 激酶 的 活性 。 一 般 很 难 找到 蛋白 激酶 的 内 
源 性 底 物 。 体 内 蛋白 激酶 的 专 一 性 主要 由 激酶 在 细胞 内 的 位 置 和 其 他 蛋白 的 临时 的 结合 
关系 决定 ;体外 蛋白 激酶 经 常 可 以 磷酸 化 许多 没有 生理 相关 性 的 蛋白 质 。 因 此 ,可 以 使 用 
人 工 底 物 来 分 析 蛋 白 激 酶 的 活性 。 
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方案 5 NMA 激酶 分 析 


试剂 : 

1. KAB% 50mmol/L Tris-HCl pH 7.5,10mmol/L MgCl; , 1mmol/L DDT, 

2. 激酶 底 物 混合 液 ( 每 个 反应 Sul, A B 酪 蛋白 为 底 物 ) 2. 5ul 1 mmol/L ATP,2pl 酷 
蛋白 (B-casein, 10mg/ml) ,0. 5l y” P]ATP(6 000Ci/mmobD 。 

3. 激酶 底 物 混合 液 [ 每 个 反应 Sul, ZA AUR PLM(54 一 72) 为 底 物 ] 2. 5pl lImmol/L 
ATP,2yl 缩 氨 酸 PLM(54 一 72)(4mg/ml) ,0. 5pl[Y*P]ATP(6 000Ci/mmol)。 

4. 胶 固 定 液 2 份 甲醇 ,2 份 去 离子 水 ,2 份 乙酸 。 

方法 与 步骤 : 

1. NIMA 激酶 分 析 (使 用 B 酷 蛋白 为 底 物 ) 

(1) 用 KAB 缓冲 滚 调节 NIMA 激酶 免疫 沉淀 物 的 体积 为 25pl1。 

(2) Mih NIMA 激酶 和 底 物 到 30C. 

(3) 加 入 Sul 的 酷 蛋 白 底 物 ,用 枪 头 混 匀 。 各 个 样品 间 加 入 底 物 时 间 间 隔 为 10s 比较 
合适 。 

(4) 在 30C 的 水 浴 锅 中 进行 激酶 反应 10min。 

(5) 与 加 入 底 物 时 同样 的 顺序 和 同样 的 时 间 间 吗 加 入 25pl 的 2X SDS 7 & EHE 
液 , 终 止 反应 。 者 沸 样 品 5min, 

(6) 在 12%(WV/V)SDS- 聚 菜 烯 酰胺 胶 中 电泳 。 当 省 酚 蓝 移 到 离 胶 的 边缘 大 约 2. 5cm 
时 停止 电泳 。 防 止 未 结合 的 [LY*P1ATP 污染 电泳 器 具 。 仔 细 拆 开 电 泳装 置 ,切除 含有 未 结 
4-[ y* PJATP 的 胶 部 分 。 

(7) 在 胶 固定 液 中 国定 ,使 用 真空 干燥 器 干燥 胶 。 

(8) 磷酸 化 的 B 栈 蛋白 (激酶 反应 产物 ) 通 过 放射 自 显影 显 色 (autoradiography) ,定量 
用 PhosphoImager(Molecular Dynamics) 检测 或 使 用 切割 下 的 BF 酷 蛋白 条 带 的 闪烁 计数 
确定 。 | 

2. NIMA 激酶 分 析 使 用 PLM(54-72) 为 底 物 ] 

(D A A 一 样 开 始 激酶 反应 。 

(2) 用 lul 4 0. 5mol/L EGTA 终止 反应 。 

(3) 简单 离心 ,转移 Sul 反应 液 磷 酸 纤 维 素 P81 X E (phosphocellulose P81 filter 
discs) 上 。 

(4) 在 滤 膜 完全 干燥 后 ,用 75mmol/L 磷酸 洗涤 滤 膜 数 次 ,直到 用 盖 革 计数 器 (Geiger 
counter) 检 测 时 空白 处 只 有 很 低 的 背景 。 

(5) 使 用 内 烁 计数 器 测定 滤纸 中 保留 的 放射 性 。 
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1 电子 显微镜 工作 原理 及 其 应 用 


与 光学 显微镜 相 比 ,电子 显微镜 具有 更 高 的 有 效 放 大 倍数 和 更 高 品质 的 分 辩 率 ,可 以 
更 好 地 揭示 细胞 的 细微 结构 与 功能 。 由 于 受 波 长 的 影响 ,一 般 光 学 显微镜 的 有 效 放 大 倍数 
不 足 1 000 倍 , 不 能 清楚 地 观察 细胞 的 细微 结构 ,而 电子 显微镜 的 有 效 放大 倍数 可 以 达到 10 
万 倍 以 上 。 

电子 显微镜 的 工作 原理 与 光学 显微镜 类 似 , 只 不 过 采用 了 电子 束 和 电磁 线圈 取代 了 光 
东 和 光学 透镜 ,最 后 电子 束 照 射 在 荧光 屏 上 进行 成 像 。 电 子 显微镜 在 结构 上 分 为 高 压 电 子 
枪 与 磁 透 镜 \ 镜 简 真空 系统 ,冷却 水 系统 、 电 源 系统 等 。 电 子 枪 在 数 万 伏 高 压 下 发 射电 子 ， 
穿越 磁 透 镜 进行 聚焦 。 当 加 速 电压 为 50 一 100kV 时 ,电子 束 波长 为 0.005 3 一 0. 003 7nm, 
其 最 高 分 辩 率 可 以 达到 A 数量 级 ,图 像 有 效 放大 倍数 达到 10 万 倍 以 上 ,是 光学 显微镜 有 效 
放大 倍数 的 100 倍 以 上 。 

上 世纪 中 叶 , 扫描 电子 显微镜 和 透射 电子 显微镜 相继 问世 并 商业 化 ,为 细胞 生物 学 研 
究 提供 了 有 力 的 工具 。 在 生物 科学 领域 ,扫描 电子 显微镜 主要 用 于 生物 微 形态 的 观察 ,而 
透射 电子 显微镜 主要 用 于 细胞 超 微 结构 与 细胞 化 学 的 研究 。 

透射 电子 显微镜 与 一 般 透 射 光学 显微镜 相似 ,主要 用 于 观察 细胞 的 超 微 结构 。 扫 描 电 
子 显微镜 与 光学 体 视 镜 (解剖 镜 ) 相 似 ,主要 用 于 观察 生物 体 表面 的 细微 形态 特征 。 如 果 配 
置 了 X 射线 入 射 仪 或 电子 能 谱 仪 ,也 可 以 分 析 细 胞 的 组 分 。 

由 于 电子 显微镜 由 灯丝 在 高 压 下 发 射电 子 ,要 求 镜 简 在 高 真空 度 条 件 下 工作 。 因 此 ， 
在 通常 情况 下 不 能 观察 活 的 带 有 大 量 水 分 的 生物 样品 。 在 透射 电子 显微镜 中 ,还 要 求 样品 
非常 蒲 ,这样 才 能 生成 清晰 的 ,高 分 辩 率 的 图 像 。 因 此 ,电子 显微镜 观察 的 样品 均 需 要 首先 
经 过 一 系列 复杂 的 样品 处 理 环 节 。 

在 透射 电子 显微镜 中 ,图 像 细 节 的 对 比 度 是 由 样品 的 原子 对 电子 束 的 散射 形成 的 。 样 
品 较 薄 或 密度 较 低 的 部 分 ,电子 束 散 射 较 少 ,这 样 就 有 较 多 的 电子 通过 物镜 光 栏 ,参与 成 
像 ,在 图 像 中 显得 较 亮 。 反 之 ,样品 中 较 厚 或 较 密 的 部 分 ,在 图 像 中 则 显得 较 暗 。 如 果 样 品 
太 厚 或 过 密 , 则 像 的 对 比 度 就 会 恶化 ,甚至 会 因 吸 收 电子 束 的 能 量 而 被 损伤 或 破坏 。 

透射 式 电子 显微镜 镜 简 的 顶部 是 电子 枪 , 电 子 由 钨 丝 热 阴极 发 射出 ,通过 第 一 、 第 二 两 
个 聚 光 镜 使 电子 束 聚 焦 。 电 子 束 通过 样品 后 由 物镜 成 像 于 中 间 镜 上 ,再 通过 中 间 镜 和 投影 
镜 逐 级 放大 ,成 像 于 荧光 屏 或 照相 底片 上 。 

中 间 镜 主要 通过 对 励磁 电流 的 调节 ,放大 倍数 可 从 几 十 倍 连 续 地 变化 到 几 十 万 倍 ; 改 
变 中 间 镜 的 焦距 , 即 可 在 同一 样品 的 微小 部 位 上 得 到 电子 显 微 像 和 电子 衍射 图 像 。 为 了 能 
研究 较 厚 的 金属 切片 样品 ,法国 杜 洛斯 电子 光学 实验 室 研 制 出 加 速 电压 为 3 500kV 的 超 高 
压 电 子 显微镜 。 

扫描 式 电子 显微镜 的 电子 束 不 穿 过 样品 , 仅 在 样品 表面 扫描 激发 出 次 级 电子 。 放 在 样 
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品 旁 的 闪烁 晶体 接收 这 些 次 级 电子 ,通过 放大 后 调制 显像管 的 电子 束 强度 ,从 而 改变 显 像 
管 荧 光 屏 上 的 亮度 。 显 像 管 的 偏转 线圈 与 样品 表面 上 的 电子 束 保持 同步 扫描 ,这 样 显像管 
的 荧光 屏 就 显示 出 样品 表面 的 形 貌 图 像 ,这 与 工业 电视 机 的 工作 原理 相 类 似 。 


2 扫 搞 电子 显微镜 样品 制备 的 原理 与 方法 


扫描 电子 显微镜 在 用 途上 类 似 于 光学 体 视 显微镜 。 其 工作 原理 是 电子 束 逐 点 在 样品 
表面 扫描 产生 二 次 电子 ,采集 二 次 电子 获得 样品 表面 特征 图 像 。 与 光学 体 视 镜 相 比 ,扫描 
电子 显微镜 具有 图 像 分 辩 率 和 有 效 放 大 倍数 高 ,景深 长 的 特点 。 

通常 在 观察 生物 样品 时 ,扫描 电子 显微镜 的 电子 枪 加 速 电压 为 5 一 20kV, 分辨 率 约 
1l0nm, 成 像 放大 倍数 可 高 达 10 万 倍 。 


2.1 扫描 电子 显微镜 样品 制备 的 要 求 


在 通常 情况 下 ,要 使 所 观察 的 样品 能 够 在 电子 东 照 射 下 产生 二 次 电子 ,样品 表面 必须 
具有 良好 的 导电 性 。 如 果 样 品 表面 导电 不 良 或 与 样品 台 之 间接 触 不 好 ,往往 造成 样品 表面 
电子 的 大 量 积累 与 突 发 性 放电 现象 ,影响 二 次 电子 的 成 像 。 

大 部 分 的 生物 样品 都 含有 大 量 的 水 分 ,这 一 点 显然 不 符合 扫描 电子 显微镜 的 观察 要 
求 。 因 此 ,在 样品 制备 过 程 中 要 彻底 脱 去 样品 中 的 水 分 ;而 且 脱 水 过 程 不 能 够 影响 样品 表 
面 形态 的 变化 。 自 然 脉 干 的 方法 往往 会 导致 样品 表面 凹陷 和 收缩 变形 ,因此 ,是 不 可 取 的 。 
其 次 ,生物 样品 表面 的 导电 性 往往 比较 差 ,因此 ,要 设法 增加 样品 表面 的 导电 性 。 所 以 ,一 
般 扫 描 电 子 显微镜 样品 处 理 包括 :固定 、 脱 水、 临界 点 干燥 ,表面 喷涂 等 环节 。 


2.2 样品 的 固定 


固定 的 目的 是 最 大 限度 地 保持 样品 表面 和 内 部 的 形态 与 结构 的 稳定 。 固 定 的 原理 是 
把 样品 中 各 种 大 分 子 相互 紧密 交 联 在 一 起 。 

固定 使 用 的 试剂 主要 包括 甲醛 成 二 醛 、 钱 酸 、 高 锰 酸 钾 、 乙 醇 乙 酸 等 。 其 中 , 醛 类 物 
质 可 以 打开 双 键 把 样品 中 的 不 同 分 子 以 共 价 键 连接 起 来 ,其 效率 对 除了 酯 类 物质 均 很 有 
效 。 钱 酸 对 酯 类 分 子 的 固定 非常 有 效 。 而 高 锰 酸 钾 、 乙 醇 . 乙 酸 主要 是 蛋白 质 凝 聚 型 的 固 
定 剂 ,可 以 杀 死 细胞 并 较 好 地 使 之 维持 原 有 形态 结构 。 

目前 ,最 广泛 使 用 的 是 成 二 醛 - 煞 酸 双 固定 法 。 即 在 不 影响 观察 目的 的 情况 下 ,把 新 鲜 
样品 切 成 尽 可 能 小 的 小 块 ,然后 在 2. 5%~4% 戊 二 醛 溶液 中 4C 下 固定 3 一 12h, 缓 冲 液 彻 
底 冲 洗 后 ,在 1% 煞 酸 中 室温 下 固定 2h。 这 样 ,各 种 细胞 组 分 可 得 到 比较 完全 和 均衡 的 固定 
效果 。 
在 固定 时 有 些 样品 内 部 可 能 存在 气泡 ,影响 固定 液 的 渗入 和 固定 效果 ,因此 要 采用 负 
真空 的 方法 去 除 气泡 。 一 般 可 以 采用 注射 器 抽出 容器 中 的 空气 ,排除 样品 中 的 气泡 。 时 间 
以 放 气 后 样品 可 以 自动 沉 人 固定 液 底部 为 限 。 

有 时 候 新 鲜 的 样品 非常 柔软 ,不 便 切 割 成 小 块 。 这 时 可 以 在 4C 下 把 整个 样品 浸入 大 
定 液 固定 一 定时 间 ,等 样品 变 硬 时 再 进行 切割 。 为 了 减少 切割 对 样品 结构 与 形态 的 破坏 ， 
应 使 用 新 的 双 面 刀 片 ,并 利用 两 个 刀片 相向 进行 ,以 减少 挤 压 变形 。 
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如 果 样 品 本 身 是 干燥 的 或 具有 坚硬 的 外 壳 , 固 定 甚至 以 后 的 脱水 环节 都 是 可 以 省 略 
的 。 如 果 复 水 ,反而 会 造成 形态 结构 的 变化 。 因 此 , 越 是 新 鲜 和 和 柔软 的 样品 ,其 固定 也 越 为 
重要 。 

样品 固定 的 推荐 步骤 如 下 : 

(1) 取 一 10ml 安 阁 ,加 入 约 5ml 含 2. 5% 戊 二 柄 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH7. 2,50mmol) 。 

(2) 用 新 的 双 面 刀 将 样品 切 成 不 大 于 5mm 的 小 块 ,迅速 放 到 固定 液 中 。 

(3) 如 果 样 品 漂浮 在 固定 液 表面 不 能 下 沉 , 盖 上 瓶 盖 ,用 注射 器 抽出 瓶 内 空气 ,保持 
5 一 20min, 放 气 ,看 样品 是 否 沉 下 。 如 果 没 有 沉 到 溶液 底部 ,继续 抽 气 。 

(4) 将 沉 下 的 样品 放 人 4C 冰 箱 ,样品 大 小 固定 3 一 12h。 值 得 一 提 的 是 , 绝 大 部 分 的 样 
品 是 可 以 固定 更 长 的 时 间 而 不 会 对 观察 结果 造成 不 良 影响 。 

(5) 吸 除 成 二 醛 溶液 ,加 入 5ml 磷酸 缓冲 液 漂洗 样品 。 共 3 次 ,每 次 5min。 

(6) 吸 除 磷酸 缓冲 液 ,在 通风 橱 中 加 入 1% 钱 酸 固定 液 ( 用 ddH;O 或 磷酸 缓冲 液 配制 
均 可 ) ,室温 下 放置 2h。( 钱 酸 具 有 强烈 挥发 性 并 有 剧 毒 ,必须 在 通风 橱 中 操作 1) 

(7) 吸 除 钱 酸 固定 液 并 将 废 液 加 和 人 食用 油 瓶 ,磷酸 缓冲 液 漂洗 , 共 3 次 ,每 次 5min。 其 
中 前 两 次 漂洗 的 废 液 也 加 入 食用 油 瓶 中 。 


2.3 脱水 与 临界 点 干燥 


脱水 处 理 主要 是 用 乙醇 ` 丙 酮 等 水 溶性 小 分 子 有 机 溶剂 取代 样品 中 的 水 分 ,最 后 在 一 
定 条 件 下 使 这 些 有 机 溶剂 挥发 ,产生 无 变形 的 干燥 样品 。 

通常 的 做 法 是 用 系列 梯度 丙酮 溶液 (30% .50% .70% .90% 、100%) 逐 步 置换 样品 中 的 
水 分 ,直至 水 分 完全 被 丙酮 取代 ;再 用 乙酸 异 成 酯 逐步 取代 丙酮 ;然后 样品 放 在 CO 临界 点 
干燥 仪 中 进行 干燥 。 之 所 以 经 过 多 次 有 机 溶剂 的 取代 ,主要 是 为 了 脱出 水 分 ,并 且 使 液态 
CO 容易 渗 人 样品 。 

在 CO; 临界 点 干燥 仪 中 ,样品 中 的 乙酸 异 成 酯 全 部 被 液态 CO: 所 取代 。 当 加 热 到 34C 
后 ,让 CO; 在 约 70 大 气压 力 下 在 不 产生 表面 张力 的 情况 下 缓慢 蒸发 ,就 完好 地 保存 了 样品 
固有 的 表面 形态 结构 。 

脱水 与 临界 干燥 的 推荐 步骤 如 下 : 

(1) 固定 好 的 样品 分 别 用 30%、50%、70%、90%、100% 的 再 酮 水 溶液 脱水 ,每 步 10 一 
30min, 其 中 100% 丙 酮 重复 脱水 3 次 。 

(2) 分 别 用 30% .60%% .100%% 的 乙酸 异 戊 酯 逐步 置换 样品 中 的 丙酮 ,每 步 1~2h，。 

(3) 把 样品 迅速 放 人 特制 的 样品 篮 中 , 记 住 编 号 , 放 人 CO 临界 点 干燥 仪 的 样品 室 中 。 

(4) 打开 临界 点 干燥 仪 开关 ,把 样品 室温 度 调 到 低 于 室温 10C 的 位 置 。 

(5) 打开 CO; 进 气 开关 ,让 CO。 进 入 样品 室 。 然 后 放 气 。 反 复 几 次 使 样品 室温 度 达 到 
设 定 温度 。 

(6) 打开 CO: 进 气 开关 ,让 CO; 进 入 样品 室 , 直 到 CO, 液 面 达 到 样品 室 体 积 的 60%。 关 
掉 进 气 开关 ， 

(7) 把 样品 室温 度 调 到 25'C 。 当 温度 到 达 后 ,保持 20min, 让 CO, 液 体 充分 置换 样品 中 
的 乙酸 异 戊 酯 。 

(8) 把 样品 室温 度 调 到 34C 。 当 温度 到 达 后 ,保持 5min。 
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(9) JF COs 放 气 阀 门 , 使 放 气 速度 为 1ml/s, 23 lh 后 干燥 结束 。 


2.4 样品 表面 喷涂 


样品 表面 喷涂 的 目的 是 增加 表面 的 导电 性 。 一 般 是 利用 真空 镀膜 设备 在 高 真空 条 件 
下 给 样品 表面 溅 射 上 一 薄 金 属 层 , 主 要 是 铂金 或 黄金 。 

样品 表面 喷涂 的 推荐 步骤 如 下 : 

(D 打开 喷涂 仪 开 关 , 开 始 抽 真空 。 

(2) 关闭 样品 室 真 空 闪 ,打开 样品 室 , 放 人 人 样品。 关闭 样 品 室 并 打开 真空 闪 。 

(3) 当真 空 度 达到 一 起 标志 的 要 求 后 ,打开 高 压 开 关 , 把 电流 开关 调 到 5 左右 ,定时 器 
调 到 5min, 

(4) 喷涂 好 的 样品 可 以 进行 电镜 观察 。 如 果 样 品 与 样品 台 接 触 不 好 ,可 以 用 导电 胶 
粘 结 


2.5 ”特殊 样品 的 处 理 方 法 
2.9.1 和 孢子 与 孢子 堆 的 样品 处 理 


对 于 气 传 的 单个 的 孢子 形态 观察 ,可 以 直接 粘 到 样品 台 上 ,喷涂 后 进行 观察 。 如 果 进 
行 固定 和 脱水 处 理 ,孢子 往往 会 吸水 脱 胀 而 出 现 肿胀 和 饱满 ,和 固有 形态 不 一 致 。 有 些 殉 
子 细胞 壁 比较 薄 , 水 分 含量 高 ,很 容易 失 水 凹陷 而 变形 。 对 于 这 类 孢子 ,可 以 直接 在 环境 模 
式 下 进行 直接 观察 。 当 然 , 直 接 观察 的 图 像 清 晰 度 和 分 辨 率 相对 较 低 ,放大 倍数 有 限 。 

对 于 孵 抱 子 ,样品 处 理 相对 繁琐 。 一般 首 先 需 要 对 卵 孢子 进行 分 离 , 利 用 0. 220m 的 微 
孔 滤 膜 过 滤 , 让 孢子 吸附 在 微 孔 滤 膜 表面 ,然后 剪 下 微 孔 滤 膜 进行 处 理 。 这 种 处 理 要 注意 
标注 样品 的 正 反面 。 而 且 卵 孢子 变形 的 几率 很 高 。 许 多 薄 壁 的 分 生 孢 子 也 很 容易 变形 。 

对 于 液体 培养 的 菌 丝 ,注意 挑 取 的 菌 丝 团 不 能 太 大 、 太 多 。 


2.5.2 组 织 与 细胞 闻 真 菌 的 样品 制备 


对 于 观察 组 织 与 细胞 间 真 菌 的 样品 ,一 般 最 好 先 把 较 大 的 样品 块 在 4%% 戊 二 醛 固 定 液 
中 4 仿 预 固定 数 小 时 至 数 天 ,然后 再 切 到 要 观察 的 剖面 进行 精细 取样 处 理 。 如 果 观 察 活体 
寄生 菌 ,需要 对 样品 做 较 长 时 间 的 狐 酸 溶液 固定 , 以便 清楚 地 观察 寄主 细胞 膜 和 病原 菌 
DI o 


3 透射 电子 显微镜 样品 制备 的 原理 与 方法 


在 透射 电子 显微镜 中 ,高 压 电 子 束 要 穿 透 样品 而 成 像 ,因此 要 求 样品 的 厚度 很 薄 ,一 般 
为 6 一 9nm。 所 以 ,大 部 分 样品 需要 经 过 一 系列 的 处 理 制 成 超 薄 切片 ,以便 进 行 超 微 结 构 分 
析 。 如 果 研 究 细胞 内 大 分 子 组 分 ,还 要 进行 各 种 不 同 的 细胞 化 学 处 理 , 从 而 标记 细胞 组 分 
的 合成 与 分 布 位 点 ,揭示 其 在 细胞 代谢 中 的 功能 。 


3.1 组 织 与 细胞 的 固定 
由 于 透射 电子 显微镜 观察 的 是 细胞 的 超 微 结构 , 即 细胞 的 各 种 亚 结构 ,因此 ,如 何 保持 


02 。 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 
细胞 内 部 原 有 的 结构 ,防止 细胞 自 溶 与 降解 非常 重要 。 
3.1.1 固定 剂 


常用 的 固定 剂 包括 戊 二 醋 \ 狐 酸 、 多 聚 甲醛 高 鳃 酸 钾 等 。 戊 二 醋 与 细胞 起 反应 的 主要 
是 成 二 醛 单 体 ,两 个 醋 基 可 与 细胞 成 分 发 生 交 联 , 对 糖 原 和 核 蛋 白 ,尤其 是 对 微 管 和 内 质 网 
等 膜 系统 以 及 细胞 基质 有 较 好 的 固定 作用 ;对 组 织 的 穿 透 力 强 , 可 固定 数 毫米 的 组 织 块 ;可 
保存 某 些 酶 的 活性 ,但 对 脂 质 不 起 固定 作用 。 用 戊 二 醛 固 定 的 组 织 .样品 在 固定 液 中 4C 下 
保存 数 周至 数 月 其 超 微 结 构 不 会 产生 明显 变化 。 

钱 酸 (OsO4) 的 主要 作用 是 固定 蛋白 质 。 细 胞 中 核酸 和 糖 大 部 分 都 与 蛋白 质 呈 复合 的 
形式 ,因而 , 钱 酸 几乎 能 和 所 有 的 细胞 成 分 结合 。 钱 酸 与 脂肪 的 不 饱和 脂肪 酸 链 结合 ,形成 
脂肪 / 欠 复 合 物 , 因 此 ,对 脂肪 呈现 良好 的 保存 作用 。 但 是 , 钱 酸 不 能 保存 糖 原 ,对 微 管 的 固 
定 作 用 较 差 。 另 外 , 猴 酸 在 组 织 中 扩散 慢 , 细 胞 穿 透 力 较 差 ,要 求 被 固定 的 组 织 块 不 能 大 于 

1mm。 此 外 , 钱 酸 分 子 的 密度 大 ,具有 电子 染色 作用 ,与 钱 酸 结合 多 的 部 分 呈现 灰 黑色 。 
| 多 聚 甲 醛 溶解 后 水 解 成 为 甲醛 。 甲 醛 穿 透 力 强 , 但 没有 分 子 间 的 交 联 作用 。 可 较 好 地 
固定 大 块 组 织 。 甲 醛 可 保存 蛋白 质 . 脂 类 和 一 些 糖 原 ,不 能 保存 多 糖 。 多 聚 甲 醛 固 定 的 组 
织 呈 可 逆反 应 ,因此 漂洗 时 要 注意 。 

为 了 快速 保存 细胞 固有 微细 结构 ,固定 液 必须 用 一 定 渗 透 压 和 pH 的 缓冲 液 配制 。 这 
样 能 够 维持 细胞 一 定 的 pH 环境 ,防止 在 固定 期 间 细胞 或 细胞 器 肿胀 或 收缩 ,同时 防止 固定 
期 间 某 些 物质 的 沉淀 或 抽出 。 常 用 的 缓冲 液 有 磷酸 缓冲 液 . 二 甲 肿 酸 缓冲 液 和 巴 比 妥 -醋酸 
缓冲 液 ,浓度 一 般 为 50 一 100mmol。 

常用 的 成 二 醛 浓度 为 2.5% 一 4%; 钱 酸 的 浓度 为 1% 一 2%; 高 锰 酸 钾 通 常 为 2% 一 
4%:; 甲 醛 通常 为 1% 一 3%。 


3.1.2 固定 的 时 间 与 温度 


样品 固定 的 时 间 与 温度 主要 取决 于 样品 的 性 质 、 体 积 大 小 和 固定 液 的 成 分 。 固 定时 间 
过 长 ,固定 液 将 抽出 样品 中 的 某 些 成 分 ,增加 人 工 损伤 。 如 戊 二 醛 长 时 间 固 定 会 形成 一 种 
角 精 样 图 形 ; 狐 酸 长 时 间 固定 会 抽出 细胞 质 基质 的 许多 蛋白 质 并 使 组 织 变 硬 难以 切片 ;而 
固定 时 间 过 短 , 则 固定 不 充分 .不 完全 ,导致 细胞 结构 模糊 。 

一 般 来 说 ,质地 致密 体积 较 大 的 样品 (如 致密 的 菌 丝 体 、 菌 核 .孢子 盘 等 ) 固 定时 间 要 
相对 长 点 , 朴 松 和 体积 较 小 的 样品 (如 人工 培养 基 上 培养 的 菌落 、 孢 子 等 ) 固 定时 间 要 短 。 
一 般 情 况 下 ,固定 的 温度 为 4C 最 佳 。 因 为 低温 可 以 有 效 降低 样品 细胞 中 水 解 酶 活性 , 减 慢 
细胞 自 溶 。 但 低温 下 固定 液 的 渗透 慢 , 固定 时 间 应 相对 延长 。 固 定 温度 高 样品 固定 速度 
快 ,但 样品 细胞 中 水 解 酶 活性 强 ,容易 发 生 细 胞 自 溶 。 


3. 1.3 常规 的 固定 方法 与 程序 


最 常规 的 固定 方法 是 成 二 醛 - 钱 酸 双 固 定 法 , 即 所谓 的 通用 固定 法 。 
CD 前 固定 :将 样品 浸入 2. 5% 戊 二 醚 (100mmol/L 磷酸 缓冲 液 ,pH7. 22 X 296 E E HH 
REDI 2. 5% 戊 二 醛 (100mmol/L 磷酸 缓冲 液 ,pPH7. 2)4'C HE 6 一 12h。 
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(2) 漂洗 ;用 磷酸 缓冲 液 (100mmol/L,pH7. 224'C iig 35 3 次 ,每 次 15min, 

(3) 后 固定 :1%% 钱 酸 溶液 (100mmolL 磷酸 缓冲 液 ,pPH7.4) 室 温 或 4C 固 定 1 一 2h。 
〈 钱 酸 剧 毒 ,本 步骤 须 在 通风 橱 内 进行 ! 用 过 的 钱 酸 和 前 2 次 漂洗 液 倒 人 有 食用 油 的 瓶子 
中 ! 如 果 有 溶液 溅 人 眼睛 或 皮肤 上 ,马上 用 清水 彻底 冲洗 人 

(4) 漂洗 :用 磷酸 缓冲 液 (100mmolL,pH7. 2)4 和 漂洗 , 共 3 次 ,每 次 15min。 


3.2 脱水 


脱水 的 自 的 是 用 有 机 溶剂 取代 组 织 与 细胞 中 的 水 分 ,继而 用 有 机 的 单 体 树脂 分 子 取代 
有 机 溶剂 ,从 而 在 一 定 条 件 下 把 生物 样本 聚合 成 为 具有 一 定 硬 度 的 塑料 块 ,以 便 下 一 步 进 
行 超 薄 切片 。 

最 长 使 用 的 脱水 剂 是 丙酮 和 乙醇 。 在 脱水 过 程 中 ,脱水 剂 需 从 低 浓 度 到 高 浓度 逐步 过 
渡 , 以 免 因 组 织 急骤 收缩 而 出 现 人 工 损伤 。 常 规 脱水 溶液 为 丙酮 或 乙醇 水 溶液 ,依次 从 
30%、50%、70%、90%、100% ,每 步 室 温 下 10~15min。100% 丙 酮 或 乙醇 一 般 重 复 3 次 ,以 
彻底 脱出 组 织 中 的 水 分 。 在 多 十 潮湿 的 季节 ,往往 需要 往 试 剂 中 加 入 干燥 剂 纸 包 , 防止 因 
脱水 不 彻底 导致 包 埋 失败 。 


3.3 H 


包 埋 的 目的 是 用 包 埋 剂 支持 整个 样品 的 结构 ,并 形成 特定 的 机 械 性 能 ,以 便于 进行 超 
MER. 

FEHER 128 : RAE BE FIC; 303] RRE ELLE RYE 
稳定 ;电子 透明 度 好 ,不 形成 背景 反差 ; 易 溶 于 脱水 剂 。 

包 埋 剂 种 类 主要 包括 环 氧 树脂 类 (Epon 812 .Quetol 812 及 国产 环 氧 树 脂 618) .丙烯 类 
树脂 (Lowicryl .LR White 及 LR Gold) .GMA 等 。 

一 套 包 埋 剂 往往 包含 多 个 组 分 ,主要 是 单 体 分 子 、 交 联 剂 . 氧 化 剂 等 。 其 中 单 体 分 子 和 
交 联 剂 的 比例 决定 聚合 后 塑料 的 硬度 ,而 氧化 剂 的 多 少 决定 聚合 的 速度 与 聚合 后 塑料 切片 
特性 。 包 埋 剂 硬度 要 求 与 样品 组 织 特性 一 致 ,如 果 软 硬 不 一 ,会 增加 切片 的 难度 和 切片 的 
质量 ,导致 切片 困难 和 薄 厚 不 均 。 此 外 ,过 量 的 氧化 剂 往往 导致 塑料 块 发 脆 , 增 加 切片 的 
难度 。 

彻底 脱水 后 的 样品 首先 要 使 用 包 埋 剂 进行 渗透 和 彻底 的 置换 , 即 用 包 埋 剂 置 换 样 品 内 
的 脱水 剂 。 置 换 一 定 要 彻底 ,否则 不 能 很 好 地 聚合 ,不 能 进行 顺利 地 切片 。 

一 般 情况 下 ,可 用 脱水 剂 和 包 埋 剂 2: 1、1 : 1、1 : 2 混合 液 、 纯 包 埋 剂 逐步 置换 ,也 可 用 
环 氧 丙烷 作为 中 间 溶 剂 置换 脱 水 剂 ,再 用 环 氧 丙烷 与 包 埋 剂 1 : 1 混合 液 和 纯 包 埋 剂 置换 。 
把 样品 放 在 慢 速 振荡 器 上 渗透 效果 更 住 。 每 步 渗透 的 时 间 一 般 为 1 一 2h, 并 使 样品 在 纯 的 
包 埋 剂 中 过 夜 。 如 果 样 品 渗透 困难 ,可 以 适当 延长 时 间 。 

渗透 完成 后 ,把 样品 装 人 特制 的 胶囊 或 0. 5 ml 的 塑料 离心 管 、 橡 胶 包 埋 板 孔 中 ,加 满 包 
埋 剂 。 然 后 根据 不 同 包 埋 剂 的 要 求 , 放 人 特定 温度 的 温 箱 中 进行 聚合 或 放 和 人 有 适当 剂量 紫 
外 线 照 射 的 箱子 中 聚合 。 聚 合 时 间 因 包 埋 剂 而 异 ,高 温 聚 合 一 般 6 一 48h, 紫 外 线 聚 合 一 般 
72 一 120h。 
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3.4 ” 超 注 切片 及 其 染色 


聚合 以 后 的 样品 经 过 手工 或 机 器 的 修正 后 ,首先 在 超 薄 切片 机 或 半 薄 切片 机 上 进行 半 
薄 切 片 , 并 在 光学 显微镜 上 确定 要 进行 超 薄 切 片 的 位 置 ,然后 在 超 薄 切片 机 上 进行 超 薄 切 
片 ,厚度 一 般 为 60~90A。 超 薄 切 片 收集 在 铜 网 (相当 于 光学 显微镜 观察 用 的 载 玻 片 ) 上 ， 
进行 染色 和 观察 。 

一 般 超 薄 切片 的 染色 采用 醋酸 铀 和 柠 榜 酸 铅 双 染 法 ,细胞 的 不 同 组 分 有 不 同 的 着 色 。 
一 般 是 用 ARRAMA 1% 柠 榜 酸 铝 各 染 10min。 每 次 染色 后 ,用 ddH:O 彻底 冲洗 干净 。 
在 柠檬 酸 铅 染 色 时 ,空气 中 或 呼出 的 CO* 很 容易 污染 染色 液 ,形成 碳酸 铅 颗 粒 沉淀 ,污染 切 
片 。 因 此 ,一 般 在 培养 下 中 进行 染色 ,并且 在 切片 周围 放置 稍 许 NaOH 结晶 。 


4 电镜 细胞 化 学 技术 


细胞 化 学 (cytochemistry) 是 研究 细胞 的 化 学 成 分 ,及 其 在 细胞 代谢 活动 中 的 变化 和 定 
位 的 技术 。 即 在 不 破坏 细胞 形态 结构 的 状况 下 ,用 生化 的 和 物理 的 技术 对 各 种 组 分 做 定量 
的 分 析 , 研 究 其 动态 变化 ,揭示 细胞 代谢 过 程 中 各 种 细胞 组 分 的 作用 。 

根据 研究 手段 的 不 同 , 细 胞 化 学 又 可 以 细 分 为 细胞 化 学 (cytochemistry) 和 组 织 化 学 
(histochemistry) 。 前 者 是 特 指 在 借助 电子 显微镜 技术 的 基础 上 进行 的 工作 ,而 后 者 特 指 利 
用 一 般 光 学 显微镜 和 激光 共聚 焦 显 微 镜 技术 基础 上 进行 的 研究 。 在 实质 上 二 者 没有 本 质 
的 不 同 。 


4.1 细胞 化 学 技术 的 发 展 


细胞 中 包含 有 各 种 各 样 的 有 机 组 分 ,这 些 不 同 的 细胞 组 分 对 很 多 染料 的 着 色 特 性 有 不 
同 表现 ,这 就 构成 了 最 早期 的 细胞 化 学 技术 。19 世纪 初 ,人 们 发 现 了 淀粉 和 碘 呈 现 特异 的 
蓝 色 反应 , 碘 与 蛋白 质 的 黄色 反应 等 ,从 而 开始 了 细胞 特异 性 组 分 研究 的 历史 。 随 后 ,相继 
发 现 了 利用 普鲁士 蓝 和 硫化 胺 显示 细胞 中 的 铁 ; 甲 紫 显示 糖 蛋白 ;天 竺 牡丹 显示 肥大 细胞 、 
唾液 腺 黏液 ; 杂 硫 氧 共 染料 如 亚 甲 蓝 、 硫 莉 、 亚 甲 绿 . 甲 苯胺 蓝天 青 蓝 等 对 多 糖 的 异 色 性 染 
色 等 。 截 至 20 世纪 60 年 代 ,以 特异 性 染料 为 基础 的 染色 技术 一 直 是 细胞 化 学 的 主流 技术 。 

随后 , 酶 细胞 化 学 技术 (enzyme cytochemistry) 得 到 了 迅速 的 发 展 。 即 利用 酶 促 反应 的 
原理 ,检测 其 特异 性 底 物 ,从 而 确定 活体 组 织 细 胞 中 各 种 酶 的 活性 及 其 分 布 位 点 。 这 些 酶 
主要 是 一 些 水 解 酶 和 氧化 酶 ,如 各 种 ATPase、 过 氧化 物 酶 等 。 在 各 种 ATPase 活性 分 析 
中 ,在 新 鲜 的 组 织 块 中 加 入 酶 促 反 应 的 底 物 和 可 溶性 重金 属 盐 ,利用 酶 促 反 应 产生 的 磷酸 
根 粒 子 (POF ) 与 重金 属 反应 ,形成 深 色 的 不 透明 的 沉淀 来 显示 酶 活性 的 大 小 与 部 位 。 在 过 
氧化 物 酶 分 析 中 ,一 般 是 加 入 分 子 质量 相对 较 大 的 偶 氮 类 物质 ,它们 与 酶 促 反应 产生 的 活 
性 氧 发 生 氧化 反应 ,形成 聚合 的 深 色 的 大 分 子 沉淀。 

20 世纪 70 年 代 开 始 , 免 疫 学 的 快速 发 展 促使 免疫 细胞 化 学 技术 的 诞生 并 逐渐 成 为 主 
流 , 其 原理 是 利用 抗体 特异 性 识别 细胞 中 的 抗原 物质 。 一 般 把 荧光 物质 水解 酶 .胶体 金 等 
能 够 被 光学 和 电子 显微镜 识别 的 标记 物 交 联 在 抗体 上 ,从 而 显示 抗原 在 细胞 中 的 位 点 及 相 
对 含量 。 许 多 重要 的 结构 组 分 ,如 细胞 壁 蛋 白 、 细 胞 骨架 蛋白 、 钙 调 素 蛋白 及 防卫 反应 蛋白 
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等 均 是 利用 这 项 技术 完成 的 。 

随后 ,免疫 细胞 化 学 技术 被 进一步 演绎 和 发 展 , 探 针 由 单纯 的 抗体 扩大 到 包括 水 解 酶 
和 各 种 各 样 的 蛋白 。 这 些 探 针 可 以 检测 其 相应 蛋白 的 互 作 蛋 白 或 受 体 蛋白 。 

当然 ,与 之 原理 相同 ,但 以 荧光 显微镜 、 普 通 光学 显微镜 为 基本 工具 的 免疫 组 织 化 学 也 
越 来 越 显示 出 其 广阔 的 应 用 前 景 。 

随 着 功能 基因 组 学 的 发 展 ,基因 最 终 功 能 的 验证 必然 需要 细胞 学 方面 的 证 据 支 持 。 本 
节 , 我 们 将 重点 介绍 免疫 细胞 化 学 技术 中 应 用 最 广 的 免疫 金 标记 技术 。 


4.2 免疫 金 标记 技术 


免疫 金 标记 技术 就 是 利用 纳米 级 大 小 的 金 颗粒 作为 标志 物 , 在 其 表面 交 联 上 抗体 等 探 
针 蛋 日 ,用 这 种 金 - 蛋 白 复 合体 去 探测 细胞 中 能 够 与 探 针 蛋白 相互 作用 的 蛋白 或 抗原 的 分 布 
位 点 及 其 相对 含量 。 其 主要 技术 环节 包括 胶体 金 的 制备 .胶体 金 探 针 的 制备 .生物 样品 的 
制备 ,标记 实验 以 及 标记 结果 的 观察 分 析 。 


4.2.1 胶体 金 的 制备 


根据 不 同 的 制备 方法 ,可 以 制备 出 直径 1 一 500nm 的 胶体 金 粒子 ,但 作为 免疫 标记 探 
针 , 其 直径 应 在 3 一 30nm 范围 内 。 

在 氢化 金 (HAuCl ) 水 溶液 中 加 入 还 原 剂 使 之 还 原 并 聚积 形成 胶体 金 粒 子 。 使 用 不 同 “ 
种 类 不同 剂量 的 还 原 剂 ,可 以 控制 所 产生 的 粒子 大 小 。 即 粒子 大 小 取决 于 反应 溶液 中 最 
初 还 原 剂 和 还 原核 的 数量 ( 表 8-1) 。 还 原 剂 浓度 越 高 , 核 浓度 也 越 高 ,氧化 金 的 还 原 也 就 从 
更 多 的 还 原 中 心 开 始 ,因此 ,产生 的 胶体 金 粒子 数量 越 多 ,体积 也 越 小 。 粒 子 直径 每 增加 一 
售 , 数 量 减 少 为 原来 的 1/8。 

以 柠檬 酸 钠 和 单 宁 酸 作 还 原 剂 ,能 够 制备 大 小 相对 一 臻 直径 3 一 16nm 的 胶体 人 金 。 因 
此 ,一 般 胶 体 金 探 针 均 使 用 该 方法 进行 。 但 该 方法 制备 的 胶体 爹 粒子 直径 范围 较 窗 , 而 且 
残留 的 多 聚 单 宁 酸 残 基 往 往 干 扰 某 些 蛋 白 与 金 粒 子 的 结合 。 此 时 ,在 溶液 中 添加 0.1% 一 
0. 2%H:O: 能 够 去 除 这 些 残 基 。 双 标记 或 制备 5 一 10nm 的 胶体 金 时 建议 使 用 该 方法 。 

利用 柠檬 酸 为 还 原 剂 ,可 以 制备 127 150nm 直径 的 胶体 金 (图 8-1) 。 但 制备 大 体积 的 
胶体 金 时 ,胶体 金 粒子 的 误差 也 同时 增加 。 因 此 做 单 标记 时 ,建议 使 用 该 方法 制备 12 一 
16nm 直径 的 胶体 金 ( 表 8-2). 

除了 上 述 方法 外 ,也 可 以 用 磷 作 为 还 原 剂 来 制备 5nm 的 胶体 金 , 它 避 免 了 单 宁 酸 残 基 
的 问题 ,但 所 形成 的 金 粒 子 体积 变化 较 大 。 磷 易 燃 且 有 毒 ,制备 的 残 液 需 进一步 处 理 , 故 该 
方法 已 经 很 少 使 用 。 

氢化 金 极 易 吸湿 , 故 一 般 均 以 小 剂量 密封 保存 (0. 5g 或 1g) ,因此 在 配制 毛 化 金 溶 液 时 
一 次 配 完 ,暂时 不 用 的 可 以 用 1. 5ml 试管 分 装 为 1ml 保存 (一 20C)。 注 意 各 种 玻璃 器 咽 一 
定 要 洗 净 并 用 ddH,O 多 次 冲洗 ,有 条 件 时 可 硅化 处 理 (1% 双 氯 硅烷 /氯仿 浸泡 1h, 烘 干 )。 
配制 各 种 试剂 时 均 使 用 ddH:O, 随 后 再 用 0. 224m 微 孔 滤 膜 过 滤 后 使 用 。 三 角 瓶 可 反复 多 
次 使 用 ,不 用 时 应 密封 保存 ,以 防 污染 。 

制备 好 的 胶体 金保 存 寿 命 较 长 ,可 4 保存 6 个 月 以 上 或 室温 下 保存 1 一 2 个 月 。 当 出 
现 明显 虑 浮 物 或 沉淀 后 表示 已 不 可 再 用 。 但 无 论 如 何 , 在 保存 较 长 时 间 后 应 进行 镜 检 ,如 
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出 现 大 量 胶体 金 粒子 凝集 ,说 明 已 经 过 期 。 
4.2.1.1 推荐 制备 程序 1 
单 宁 酸 /柠檬 酸 钠 法 制备 3 一 16nm 胶体 金 。 
(1) 取 一 250ml 三 角 瓶 ,加 入 79ml ddH; O 和 lml 1% 氧 化 金 , 预 热 至 60—70'C 。 
(2) 取 一 50ml 烧杯 ,加 入 4ml 1% 柠 样 酸 钠 ,然后 根据 所 制备 金 粒子 体积 大 小 加 入 不 同 
用 量 的 单 宁 酸 及 等 量 的 25mmol/L K;CO;, 预 热 至 60—70'C 。 K: CO; 的 作用 是 保持 溶液 
的 中 性 pH。 因 此 ,如 果 单 宁 酸 的 量 少 于 0. 5ml 时 ,对 pH 的 影响 不 大 ,KCO; 可 以 省 略 。 
(3) 将 上 两 种 溶液 迅速 混合 并 充分 混 匀 ,加 热 至 沸 并 保温 10min。 自 然 冷却 。 
单 宁 酸 /柠檬 酸 钠 用 量 与 制备 的 胶体 金 直径 的 关系 表 8-1。 
表 8-1 还 原 剂 用 量 与 制备 的 胶体 金 直 径 的 关系 
FABER SD 单 宁 酸 (ml) 胶体 金 (nm) | 柠檬 酸 钠 (ml) 宁 酸 (ml) 胶体 爹 (nm) 


4 5 000 3 4 120 8 




















2 000 


4.2.1.2 推荐 制备 程序 2 

柠 榜 酸 三 钠 法 制备 12—30nm 胶体 金 。 

(1) 取 250ml 三 角 瓶 一 个 ,加 100ml ddH;O 及 1ml 1% 毛 化 金 , 加 热 沸 腾 。 

(2) 取 不 同 量 的 1%% 柠 檬 酸 钠 加 入 上 述 溶液 中 。 混 匀 ,再 保持 沸腾 30min, 溶 液 颜 色 首 
先 变 黑 , 再 逐渐 变 红 , 粒子 体积 较 小 时 ,溶液 呈 橘 红色 ,而 粒子 体积 较 大 时 , 则 颜色 偏向 
紫色 。 

柠檬 酸 钠 用 量 与 制备 的 胶体 金 直 径 的 关系 见 表 8-2。 


à 表 8-2 柠 模 酸 钠 用 量 与 制备 的 胶体 金 直径 的 关系 
柠檬 酸 钠 (ml) 胶体 爹 (nm) 
富 - 5 12 
$ 10 4 16 
" : 3 24 
£ . 
2.8 30 
20 40 60 80 
胶体 金 直径 (nm) 
图 8-1 胶体 金 颗 粒 直径 与 
柠檬 酸 钠 的 关系 曲线 


注意 :中 由 于 使 用 试剂 质量 及 其 他 方面 可 能 存在 的 误差 ,以 及 制备 过 程 中 的 其 他 问题 ， 
胶体 金 粒子 的 大 小 及 一 致 性 与 理论 值 可 能 有 偏差 ,因此 , 在 制备 完成 后 必须 进行 镜 检 。 如 
出 现 粒子 体积 偏差 太 大 ,粒子 凝聚 ,粒子 边缘 不 清晰 等 问题 , 须 重新 制备 。@@ 胶 体 金 溶液 最 
好 保存 在 4C 冰 箱 中 ;也 可 保存 在 室温 下 ,一般 可 保存 1 一 2 个 月 。 但 决 不 可 保存 在 OCA 
下 ,否则 金 粒 子 会 发 生 凝聚 。 
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4.2.2 有 蛋白 - 金 复合 体 的 制备 


一 般 认 为 胶体 金 粒子 表面 为 一 层 AuCl, ,因此 ,粒子 表面 带 有 负电 荷 ,这 种 负电 荷 粒子 
之 间 相 互 排斥 ,形成 稳定 悬浮 的 胶体 金 溶液 。 

金 颗粒 表面 可 以 包 被 一 层 生物 大 分 子 ( 如 蛋白) 来 稳定 和 保护 这 些 粒子 ,以 免 受 外 来 电 
解 质 的 影响 而 相互 凝聚 在 一 起 。 胶 体 金 粒子 对 和 蛋白 的 吸附 作用 取决 于 pH, 这 是 因为 蛋白 
的 净 电 荷 取 决 于 溶液 的 pH, 在 pH— pl 时 为 中 性 。 由 于 在 pH 二 pl 时 蛋白 溶解 度 最 小 , 因 
此 ,这 时 它 水 化 程度 最 小 ,最 容易 吸附 到 朴 水 的 金 粒子 表面 。 但 在 实际 的 胶体 金 探 针 制备 
中 ,一 般 胶 体 金 调整 为 pH=PI+0. 5, 这 样 蛋白 带 正 电 , 有 利于 结合 更 稳定 。 

胶体 金 探 针 所 用 蛋白 必须 要 经 过 前 处 理 , 其 目的 在 于 : 

(1) 去 除 高 浓度 的 盐分 ,高 浓度 的 盐分 往往 干扰 蛋白 与 胶体 金 的 吸附 结合 ,或 导致 胶体 
金 粒 子 的 凝聚 ,这 一 步 往往 在 低 浓 度 缓 冲 液 中 进行 。 

(2) 使 蛋白 分 子 尽 量 分 散 为 单 体 , 冻 干 蛋白 或 高 浓度 蛋白 溶液 中 蛋白 分 子 往往 凝聚 为 
多 聚 体 大 分 子 , 可 同时 与 多 个 胶体 金 粒 子 结合 ,影响 标记 的 灵敏 度 和 定量 分 析 。 

(3) 使 蛋白 具有 适当 的 分 子 质量 。 和 蛋白 分 子 质量 过 小 (30kDa) ,形成 的 蛋白 复合 体 往 
往 是 不 稳定 的 ,可 短 时 间 内 失 活 。 而 分 子 量 过 大 时 ,被 认为 影响 探 针 的 灵敏 度 , 特 别 是 已 知 
蛋白 的 结构 与 活性 中 心 的 情况 下 ,去除 对 活性 有 影响 的 结构 部 分 是 提高 标记 灵敏 度 ,延长 
探 针 寿命 (防止 凝集 ) 的 有 效 办 法 。 把 分 子 质量 过 小 的 蛋白 与 其 他 蛋白 (如 BSA、 牛 血清 蛋 
白 等 ) 结 合 后 ,能 制备 出 稳定 性 更 佳 的 探 针 。 

当 和 蛋 日 前 处 理 完成 后 ,接着 要 确定 胶体 金 与 蛋白 结合 的 最 佳 PH。 对 于 理化 性 质 不 确 
定 的 蛋白 这 一 步 尤 为 重要 。 过 量 的 蛋白 与 不 同 pH 的 胶体 金 结 合 后 ,只 有 某 一 特定 pH 能 
够 形成 结合 最 稳定 的 探 针 。 在 高 浓度 电解 质 ( 如 NaCl) 作 用 下 不 会 凝聚 。 不 同 蛋白 的 适宜 
pH 范围 的 宽窄 大 不 相同 。 一 般 选 择 最 小 适宜 pH 为 最 佳 PH。 但 有 些 探 针 的 实际 情况 并 
不 完全 如 此 ,最 稳定 化 的 探 针 并 不 完全 代表 活性 最 好 。 这 要 人 靠 实验 验证 。 

在 确定 最 佳 pH 后 ,最 后 要 确定 最 小 蛋白 量 , 即 能 够 形成 稳定 探 针 的 蛋白 的 最 小 量 。 如 
果 在 制备 探 针 时 加 入 太 多 的 蛋白 ,不 仅 造成 浪费 ,而 且 更 为 严重 的 是 容易 造成 探 针 凝聚 ,并 
严重 影响 标记 活性 。 因 为 探 针 溶液 中 的 游离 蛋白 容易 抢先 与 标记 位 点 结合 ,起 到 “封闭 ” 
(blocking) 作 用 ,而 胶体 金 探 针 标记 不 上 。 在 标记 位 点 稀少 、 被 标记 物 含量 较 少 的 情况 下 要 
特别 注意 。 i 

这 里 需要 特别 指出 的 是 ,使 用 不 同 直径 的 胶体 金 与 同一 蛋白 结合 时 ,除了 蛋白 量 完 全 
不 同 外 ,往往 最 佳 pH 也 有 一 定 变 化 。 

因此 ,在 探 针 制备 的 每 一 环节 应 随时 监测 探 针 对 分 布 情 况 ` 负 染 结合 及 活性 。 

4.2.2.1 抗 血清 的 前 处 理 


一 般 抗 血 清 中 IgG 的 含量 为 10%% 一 25% ,而 绝 大 部 分 为 其 他 蛋白 。 用 抗 血清 直接 制备 
探 针 ,其 标记 活性 与 特异 性 均 不 理想 。 因 此 , 需 去 除 其 中 多 数 杂 蛋白 。 但 处 理 环节 不 宜 太 
繁 ,在 实验 室 设备 与 经 验 缺 乏 的 情况 下 更 是 如 此 ,否则 会 导致 IgG 活性 的 大 幅 降低 。 如 果 
你 的 实验 室 在 蛋白 纯化 方面 有 很 强 的 技术 支持 ,高 度 纯 化 后 效果 会 更 好 。 

大 量 工作 表明 ,只 要 用 硫酸 铵 沉淀 就 可 以 得 到 足够 纯度 及 高 活性 的 IgG 蛋白 。 其 基本 
步骤 如 下 : 
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(1) 取 抗 血清 0. 2ml。 

(2) 加 生理 盐水 (0. 85% NaCl)0. 3ml, 38]. 

(3) 逐 滴 加 入 饱和 (CNH4):SO, 0. 5ml, 充 分 振荡 混 匀 ,4C 静 置 1h。 

(4) 10 000r/min 离心 20min, 弃 上 清 液 。 

(5) 加 0. 5ml 生理 盐水 重 悬 浮 , 混 义 。 

(6) 逐 滴 加 0. 25ml 饱和 (CNH4):SO, ,充分 振荡 混 匀 ,4C 静 置 1h。 

(7) 10 000r/min 离心 20min, 弃 上 清 液 。 

(8) 重复 (5) 一 (7) 步 又 一 次 。 

(9) 加 生理 盐水 0. 5ml RRF, RS. 

(10) 生理 盐水 中 透析 12 一 24h。 

(11) 在 0. 2mol/LpH 9. 0 硼酸 缓冲 液 透析 12 一 24h。 

(12) 分 装 , 即 将 使 用 时 AIC HAE FH — 200 C AE 

为 最 大 限度 地 保持 抗体 活性 ,整个 过 程 应 在 4C 下 进行 。 对 于 冻 干 抗 血 清 或 长 时 间 保 
存 的 血清 ,将 生理 盐水 透析 改 为 3M KCNS 透析 ,促使 聚合 的 多 聚 体 解 聚 。 如 果 抗 血清 效 价 
较 低 时 ,不 宜 准 备 胶体 金 探 针 。 

4.2.2.2 亲 和 纯 化 抗体 的 处 理 

亲 和 纯 化 抗体 多 是 一 些 商品 化 的 通用 抗体 , 即 二 抗 。 一 般 为 羊 抗 免 . 羊 抗 鼠 或 羊 抗 人 
的 抗体 。 这 些 抗体 一 般 有 两 个 问题 ,一 是 IgG 分 子 往往 聚集 为 多 聚 体 分 子 , 二 是 往往 含有 
较 多 的 盐分 。 因 此 ,前 处 理 的 目的 在 于 脱盐 和 解 聚 。 

其 基本 步骤 如 下 : 

(1) 将 亲 和 纯 化 抗体 用 生理 盐水 稀释 为 0.5 一 1mgy/ml 浓度 。 

(2) 在 3mol/L KCNS( 硫 氰 酸 钾 ) 溶 液 中 透析 12h. 

(3) 在 2mmol pH 9. 0 的 硼酸 缓冲 液 中 透析 12h( 更 换 透 析 液 数 次 ) 。 

(4) 分 装备 用 。 

其 他 蛋白 可 参考 此 方法 进行 。 但 注意 后 一 种 透析 液 的 pH 应 与 交 联 时 pH 一 致 。 在 实 
际 运 用 中 ,一 般 省 略 去 3M KCNS 透析 这 一 步 , 特 别 是 当 和 蛋白 分 子 质量 较 小 , 且 为 非 糖 蛋白 
时 。 我 们 建议 在 制备 通用 探 针 (如 二 抗 IGEA AEH G、 链 亲 和 素 等 ) 时 ,严格 使 用 该 方 
法 ,而 制备 直接 标记 探 针 时 ,也 可 以 忽略 处 理 步 又 。 

4.2.2.3 IgG Fab 片段 的 制备 

一 般 来 说 ,体积 较 小 的 探 针 具有 相对 较 高 的 标记 活性 。 主 要 原因 在 于 胶体 金 颗粒 较 小 
时 有 利于 在 标记 溶液 中 的 扩散 运动 ;在 胶体 金 直 色 一 定时 ,和 蛋白 分 子 质 量 越 小 , 金 表 面 吸附 
的 蛋白 分 子 越 多 ,活性 位 点 也 越 密集 ,也 容易 与 靶 位 点 结合 ( 表 8-3). 

表 8-3 蛋白 A 和 蛋白 G 与 不 同 抗体 之 间 的 亲 和 性 


抗体 来 源 IgG 类 型 与 蛋白 A 的 亲 和 性 与 蛋白 G 的 亲 和 性 
人 IgG( 正 常 ) 十 十 十 十 十 十 十 十 
IgG1 十 十 十 十 十 十 十 十 


IgG2 十 十 十 十 二 十 十 十 
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续 表 
抗体 来 源 IgG 类 型 与 蛋白 A 的 亲 和 性 与 蛋白 G 的 亲 和 性 
IgGs > , 十 十 十 十 
IgG. 十 十 十 十 二 十 十 十 
小 鼠 (mouse) IgG 十 于 主打 于 
JgGz。 十 十 十 十 十 十 十 十 
小 鼠 (mouse) IgG; 十 十 十 十 十 十 
IgG; ++ 十 十 十 
大 最 (rat) IgG: es 十 
lgGz 十 十 十 十 
IgG e 十 十 十 十 
IgGz 十 十 十 
山羊 (goat) IgG 一 FAT 
HÆ (sheep) IgG —/+ ++ 
家 免 IgG 二 十 十 十 十 十 十 
狗 IgG 十 十 十 十 十 十 十 十 
猪 IgG 十 十 十 十 十 十 
鸡 IgG 一 + 
d IgG 十 十 T4 
BK Bi (guinea-pig) IgG added 二 十 
仓鼠 (hamster) IgG + deae 
猫 IgG 十 十 十 十 = 
小 牛 IgG 十 十 十 十 十 十 


IgG 分 子 质量 为 150 kDa 左右 ,由 4 个 亚 基 组 成 , 即 两 条 重 链 (H) 和 两 条 轻 链 (L)。 用 
水 解 酶 (木瓜 蛋白 酶 ) 水 解 后 可 得 到 两 种 片段 , 即 Fab 和 Fc。 其 中 Fab 是 具有 抗原 识别 活性 
的 部 分 ,回收 后 制备 探 针 。Fc 能 够 与 蛋白 A 和 和 蛋白 G 特异 性 结合 。 但 这 种 分 离 只 能 在 有 
条 件 的 实验 室 进 行 。 

其 基本 过 程 如 下 : 

(D 用 PBS (pH 7.0, 含 10 mmol/L EDTA, 20 mmol/L £k K 2E B 4 IO 溶解 纯 化 
的 IgG. 

(2) 加 固化 木瓜 和 蛋白酶 。 

(3) 37C 处 理 5h。 

(4) 离心 ,去 除 固 化 木瓜 蛋白 酶 (沉淀 )。 

(5) 过 和 蛋白 G 柱 。 

(6) 纯化 的 Fab 片段 按 前 文 方法 做 进一步 处 理 。 

注意 :Fab 与 胶体 金 结 合 的 pH 为 6. 5。 

4.2.2.4 蛋白 与 胶体 金 结合 最 佳 pH 测定 

例 : 纤 维 素 酶 ,pI 未 知 。 
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CD RETA 1 5ml 试管 ,分 别 加 入 1ml 10nm 胶体 金 。 

(2) 用 25mmol/L K;CO; 将 pH 分 别 调 为 3、4、5、6、7、8、9、10。 

(3) 取 一 96 孔 培 养 板 , 按 pH 从 低 到 高 分 别 将 上 述 胶体 金 分 别 取 100yl 加 入 孔 中 ,重复 
3 次 。 
(4) 每 孔 分 别 加 入 3pl 浓度 为 1mg/ml 的 纤维 素 酶 ,混合 ,室温 下 放置 10— 15min, 
(5) 每 孔 分 别 加 入 20pl 浓度 为 10% NaCl 溶液 ,混合 ,室温 下 放置 10min。 
(6) 观察 胶体 金 颜色 变化 ,记录 保持 红色 的 最 低 pH(X)。 
(7) 重复 步骤 (1) 一 (5) ,pH 梯度 为 X—0. 6;X 一 0. 3;X;X 十 0. 3;X 十 0. 6;X 十 1。 
(8) 观察 胶体 金 颜色 变化 直到 室温 下 放置 2h, 记 录 仍 保持 红色 的 最 低 pH, 
注意 :@ 如 胶体 金 粒子 直径 较 小 (3 一 6nm) ,加 NaC 需 放 置 较 长 时 间 ( 几 个 甚至 十 几 个 
小 时 ) 后 才能 观察 到 颜色 变化 。 必 要 时 可 放大 反应 体积 (1ml 胶体 金 ), 并 借助 离心 来 判断 。 
@ 有 些 蛋 白 最 佳 pH 范围 较 窄 ,设置 的 梯度 不 能 太 大 。 

4.2.2.5 最 小 蛋白 浓度 的 确定 

(1) 用 0. 22pm 微 孔 滤 膜 过 滤 或 高 速 离心 去 除 蛋 白 中 残 物 或 多 聚 体 。 

(2) 取 一 96 孔 滴定 板 , 每 个 重复 为 若干 个 孔 , 分 别 加 入 最 佳 pH 的 胶体 金 10001, C 
复 3 次 。 

(3) 各 和 孔 依次 加 入 不 同 量 的 蛋白 (一 般 浓度 为 0. 05—0. Img/mD1— 2041, 38] ,室温 下 
放置 1 5min。 

(4) 加 入 20pl 10% NaCl 溶液 ,室温 下 放置 10min。 

《5) 颜色 仍 保持 红色 的 最 小 蛋白 用 量 即 最 小 蛋白 浓度 。 

(6) 为 确保 结果 准确 性 ,可 放大 反应 体积 重复 以 上 步骤 。 

注意 :在 实际 探 针 制备 工作 中 ,蛋白 浓度 往往 为 最 小 浓度 的 13096, 

4.2.2.6 IgG- 胶体 金 的 制备 

(1) 取 两 个 1. 5ml 试管 ,分 别 加 入 1. 2ml 10nm 胶体 金 。 

(2) 加 入 适量 25mmol/L K:CO, 把 pH 调整 为 9. 0。 

(3) 分 别 加 入 10pl 浓度 为 mg/ml IgG , 混 匀 ,室温 放置 10min 。 

(4) 分 别 加 入 1201 2% PEG20 000, 室 温 放 置 5min, 

(5) 10 000r/min 离心 20min, 轻 轻 吸 除 上 清 液 。 

(6) 用 20pl BL 溶液 重 悬 浮 松 散 的 胶体 金 沉淀 ,并 集中 到 新 管 中 。 

CD 分 别 加 2051 甘油 ,充分 混 匀 。 

(8) —20'C IE 4& FH. 

注意 : 

CD 不 同 直径 胶体 金 所 需要 的 蛋白 量 差别 很 大 。 | 

(2) 不 同 直径 胶体 金 所 需 离 心 速度 完全 不 同 。 以 绝 大 部 分 探 针 形成 松散 沉淀 为 原则 。 
离心 力 太 大 ,会 产生 不 可 道 的 探 针 凝聚 ;离心 力 太 小 , 探 针 无 法 沉 下 。 最 好 能 够 直接 用 胶体 
金 在 不 同 转速 下 离心 以 确定 适当 的 离心 力 。 

(3) 在 冷 离心 机 中 可 适当 延长 离心 时 间 , 同 时 适当 减 小 离心 力 , 探 针 活性 较 好 。 

(4) IgG 的 最 佳 交 联 pH 有 多 种 报道 ,从 7. 4 一 9. 0。 一 般 认 为 ,7.4 时 胶体 金 结 合 的 蛋 
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白 最 多 ,pH9. 0 时 制备 的 探 针 最 稳定 。 

4.2.3 样品 的 固定 、 包 埋 与 标记 

4.2.3.1 固定 

为 了 减少 对 标记 底 物 结构 的 破坏 ,细胞 化 学 样品 固定 的 时 间 相 对 较 短 ,多 为 1 一 3h。 环 
境 温度 一 般 在 25 CAF. 

低温 固定 剂 一 般 采 用 2% 一 3% 甲 醛 与 1% 成 二 醋 。 甲 醛 分 子 量 小 ,渗透 快 ,对 蛋白 质 结 
构 影响 小 ,可 较 好 地 保存 其 抗原 活性 。 但 对 细胞 整体 的 细微 结构 保存 欠 佳 。 戊 二 醛 对 细胞 
的 细微 结构 保存 较 好 ,但 往往 导致 蛋白 失去 抗原 活性 。 因 此 ,在 标记 底 物 不 是 蛋白 质 或 多 
肽 时 (如 纤维 素 、 多 酚 类 化 合 物 .B-1,3- 葡 聚 糖 、 几 丁 质 等 ), 可 用 常规 方法 进行 4% 戊 二 醛 和 
1% 铁 酸 的 双 固定 。 

4.2.3.2 J 

根据 标记 底 物 的 不 同 ,可 以 选择 常规 (常温 ) 包 埋 剂 或 低温 包 埋 剂 包 埋 样 品 。 如 果 标 记 物 
为 蛋白 质 ,特别 是 性 质 不 稳定 或 不 清楚 时 ,建议 使 用 低温 包 埋 剂 包 埋 , 以 最 大 程度 地 保存 抗原 
活性 。 大 量 实验 表明 ,K4M 是 目前 使 用 最 为 普遍 的 低温 包 埋 剂 。 当 选择 常温 包 埋 剂 时 ,建议 
使 用 Spurr 包 埋 剂 。Spurr 包 埋 剂 黏 性 小 , 易 渗透 , 易 操作 ; 包 埋 块 不 吸 潮 , 保 存 时 间 长 。 

4.2.3.3 标记 | 

根据 标记 程序 的 不 同 ,标记 分 直接 与 间接 标记 (图 8-2) 。 直 接 标记 指 胶体 金 探 针 直接 
与 被 标记 底 物 结合 ;而 间接 标记 指 胶体 金 探 针 通过 一 个 或 多 个 中 间 标 记 物 后 与 底 物 结合 。 





二 抗 
Bo d 
直接 标记 间接 标记 
8-2 ”胶体 金 标记 原理 示意 图 





直接 标记 需要 制备 胶体 金 探 针 ,其 好 处 是 标记 特异 性 好 ,背景 小 ,能 够 做 阴性 对 照 。 间 
接 标记 无 需 制 备 胶 体 金 探 针 , 可 以 直接 购买 通用 二 抗 探 针 , 缺 点 是 标记 特异 性 较 难 把 握 , 背 
景 较 高 ,不 能 够 做 阴性 对 照 。 
在 做 病毒 粒子 标记 时 ,直接 标记 法 可 用 抗体 直接 富 集 低 浓度 或 稀有 病毒 而 不 会 增加 任 
何 背 景 。 
影响 标记 的 因素 主要 包括 以 下 几 个 方面 ( 表 8-4). 
表 8-4 常见 胶体 金 探 针 制 备 条 件 (10ml 直径 10nm 胶体 金 ) 


RER KAHE 
kDa i 
探 针 蛋白 来 源 ”分子 质量 (kDa) 交 联 pH 记 o8 Cug/ml) 重 悬 浮 液 特异 性 标记 底 物 


IgG 哺乳 动物 。 150—160 7. 0—9. 0 120 BL 各 种 抗原 
IgG Fab IgG 水 解 45 7.5 150 BL 各 种 抗原 
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续 表 
RHE XM 分子 质量 (kDa) XK pH e risen 重 悬 浮 液 特异 性 标记 底 物 
蛋白 A 葡萄 球菌 42/32(ecomb) — 60 8.2 60 BL 多 种 抗体 (Fc Ha BD 
蛋白 G 链 霉 菌 45—47 6.0 90 BL 多 种 抗体 (Fc 片段 ) 
EBENE XX 36 7. 2/9. 5 125 BL 几 丁 质 
(WGA) 
伴 刀 豆 凝 集 素 FIJE 102 8.0 250 1 mmol/L Ca2+ HRA > Mii 
(Con A) + lmmol/L 糖 二 几 丁 质 
Mn2+ in BL 
ERREKI ER 120 8.0 60 BL 8- 半 乳糖 二 a- 半 和 乳 
RCA D 糖 二 二 几 丁 质 
大 豆 凝 集 素 ”大豆 110 7.4 65 BL DARES 
(SA) 
花生 凝集 素 ”花生 110 6. 3 130 BL DD 氨 酰 化 半 乳 糖 
(PA) 
亲 和 素 (avidin) ”鸡蛋 67 11.0 120 BL 生物 素 (biotin) 
ERAK cem 60 7.5 200 BL DE 
( strepta- 
vidin) 
B-1, 3-86 He ”烟草 5.5 180 BL 请 1,3- 葡 聚 糖 
糖 酶 
MERN REKE 9.0/7.5 160 BL 纤维 素 
漆 酶 (lacasase) HERE 4.0 100 BL(pH 6. 0) 多 酚 类 化 合 物 


(1) pH: pH 变化 会 对 探 针 蛋白 的 结构 与 活性 中 心 产生 影响 ,继而 影响 到 标记 强度 与 特 
异性 。 在 很 多 情况 下 , 探 针 作用 的 最 佳 pH 往往 与 该 蛋白 作用 的 最 佳 pH 有 一 定 差别 。 例 
如 有 一 种 来 自 真菌 的 纤维 素 酶 本 来 在 pH 4. 8 时 活性 最 强 , 但 结合 到 胶体 金 上 后 ,pH 在 6.0 
左右 时 最 强 , 当 pH7. 2 时 仍 有 较 强 的 标记 活性 。 

(2) 溶液 离子 环境 :有 些 蛋白 只 有 在 一 定 离子 环境 中 才 有 生物 活性 ,其 中 很 多 涉及 
Ca ,Mg'* , Mn** .Cu+ 等 阳离子 。 有 时 溶液 中 Ca^* .Cuz+ 等 容易 形成 不 溶性 沉淀 而 
导致 标记 失败 ;因此 ,在 配制 标记 溶液 时 要 注意 各 种 阴阳 离子 的 配伍 ,添加 顺序 及 溶 
ik pH, 

(3) 温度 :标记 温度 对 标记 活性 及 特异 性 影响 最 大 ,也 最 容易 出 问题 。 以 水 解 酶 类 做 成 
的 胶体 金 探 针 对 温度 变化 也 更 为 敏感 ,不 同 温度 .不 同时 间 标 记 出 的 切片 其 视觉 效果 完全 
不 一 样 。 在 此 特别 指出 一 点 ,在 用 内 切 水 解 酶 探 针 时 ,切忌 温度 过 低 , 时 间 过 长 ,否则 会 出 
现 标记 的 扩散 现象 。 建 议 在 可 能 时 尽量 使 用 外 切 酶 探 针 。 

在 使 用 IgG 或 蛋白 A、 蛋白 G 探 针 时 ,有 人 认为 在 4C 下 长 时 间 标 记 特 异性 最 好 。 但 我 
们 研究 发 现 事实 并 非 如 此 ,在 25C 以 上 的 室温 下 标记 20 一 60min 其 特异 性 更 好 。 

一 般 来 说 ,如 果 用 来 自 植物 或 微生物 的 蛋白 做 探 针 ,标记 温度 最 好 在 25'C 左 右 ;用 来 自 
动物 的 蛋白 做 探 针 时 ,标记 温度 最 好 在 30C 左 右 。 
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(4) 封闭 液 组 成 :封闭 液 对 封闭 有 关 非 特异 性 活性 基 团 ,特别 是 醛 基 至 关 重 要 。 在 多 数 
情况 下 ,封闭 液 与 探 针 重 悬浮 液 、 标 记 深 液 是 一 样 的 。 目 前 ,最 常用 的 封闭 液 组 分 有 BSA, 
卵 清 蛋 白 .脱脂 奶粉 .PEG20000 等 。 在 用 IgG ,蛋白 A、 蛋 白 G 等 标记 时 ,应 优先 选用 BSA; 
在 植物 凝集 素 类 探 针 标记 时 ,应 优先 选用 PEG20000。 也 有 人 发 现 IgG 探 针 标记 时 脱脂 奶 
粉 最 佳 。 

如 果 是 用 交 联 蛋白 做 成 的 探 针 ,那么 封闭 液 中 最 好 有 载体 蛋白 的 成 分 。 

封闭 液 (blocking solution，BL) 配 方 : 50 mmol/L PRS, pH 7.0, 内 含 1% BSA,0. 02% 
PEG20000,10 mmol/L NaCl,1% NaN;, 0. 22um 过 滤 ,分 装 为 1. 5ml, 冷 冻 保 存 。 

4.2.3.4 样品 的 低温 包 埋 的 基本 程序 

CD 将 新 鲜 样品 切 成 1ImmX 1mm X 3mm 的 小 块 , 立 即 放 入 3%% 甲 醛 和 15%% 戊 二 醛 的 磷 
酸 缓冲 液 (100mmol/L,pH 7. 2) 中 4C 下 固定 2h。 

(2) 在 4 依次 用 30%、50% 乙 醇 溶液 脱水 ,每 步 30min。 

(3) 在 一 20C 冰 箱 中 依次 用 50%、70%、90%、100%、100%、100% 乙 醇 溶 液 脱水 ,每 步 
60min。( 注 意 乙醇 溶液 首先 在 冰箱 中 预 冷 ) 

(4) 在 一 20'C 冰 箱 中 依次 用 30%、70%、100% 的 KAM 树脂 渗透 ,每 步 120min; 注 意 不 
断 轻 轻 播 动 样品 使 渗透 完全 。 

(5) Æ 4C KAM 树脂 包 埋 。 注 意 包 埋 剂 应 尽量 装 满 ,否则 气泡 中 的 氧气 会 抑制 包 埋 剂 
的 聚合 。 

(6) 在 一 20'C 冰 箱 中 长 紫外 线 照射 聚合 72h。 室 温 下 聚合 48h。 注 意 每 天 翻动 2 次 样 
品 使 紫外 光照 射 均匀 。 

C) 聚合 后 的 样品 应 及 时 切片 ,长 时 间 放 置 会 导致 样品 与 包 埋 剂 之 间 分 离 而 无 法 切片 。 

(8) 超 薄 切片 应 收集 在 镍 网 、 金 网 或 钼 网 上 做 胶体 金 标 记 。 

与 其 他 标记 用 包 埋 剂 相 比 ,K4M 树脂 可 在 一 35C 低 温 下 仍 保持 较 低 的 黏度 ;K4M 树脂 
有 极 性 , 亲 水 , 易 脱 水 , 易 标记 ;聚合 后 交 联 度 高 , 易 切 片 。 

K4M 树脂 的 配方 根据 材料 的 性 质 确定 。 植 物 或 坚硬 的 材料 包 埋 剂 的 硬度 要 高 ;动物 或 
幼 嫩 材料 包 埋 剂 的 硬度 要 低 。 具 体 参 见 包 埋 剂 说 明 。 

注意 : 

(1) K4M 树脂 有 毒 , 须 带 PVC 或 PVDV 手套 谨慎 操作 。 溅 人 眼睛 或 皮肤 时 请 立刻 用 
清水 冲洗 。 

(2) 所 有 脱水 乙醇 须 提前 预 冷 。 

(3) 脱水 过 程 中 防止 样品 结 霜 吸 潮 。 


4.2.4 样品 常温 包 埋 (常规 ) 的 基本 程序 


CD 将 新 鲜 样 品 切 成 1mm X 1mm X 3mm 的 小 块 ,立即 放 人 4%% 戊 二 醛 磷酸 缓冲 液 
(100mmol/L, pH7. 2) 中 4C 下 固定 6 一 12h。 

(2) 样品 用 磷酸 缓冲 液 冲洗 3 次 ,每 次 5min; 然 后 在 2% 钞 酸 溶液 中 国定 1h; 冲洗 3 次 ， 
每 次 5min。( 通 风 橱 中 戴 手 套 进 行 , 含 铁 酸 废 液 倒 人 食用 油 中 1) 

(3) 在 4C 或 室温 下 依次 用 30% .50% .70% .90%% 10096 100 96 100% 乙 醇 溶液 脱水 ， 
每 步 15min 。 
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(4) 依次 用 30% .70% 100 95 f] Spurr 包 埋 剂 渗 透 ,每 步 120min; 然后 在 100% 的 Spurr 
包 埋 剂 中 过 夜 。 

(5) Spurr GHIA., ARE 0. 5ml 的 离心 管 中 , 每 管 加 0. 3ml 包 埋 剂 即 可 。 加 
人 纸 标签 。 

(6) 在 70C 温 箱 中 聚合 12 一 16h。 

《7) 聚合 后 的 样品 可 长 时 间 保 存 。 超 薄 切 片 应 收集 在 镍 网 、 金 网 或 镍 网 上 做 胶体 金 

4.2.5 胶体 金 直接 标记 基本 程序 


(D 在 培养 迎 中 铺 上 石蜡 膜 (parafilm) ;四 周 加 吸水 纸 和 水 以 保湿 。 

(2) 加 一 滴 dd Hz:O, 镍 网 切片 向 下 漂浮 2min。 

(3) 另 滴 5091 封闭 液 ,将 镍 网 切片 向 下 漂浮 30min。 

(4) 另 滴 50pl 封闭 液 , 加 入 2 — 391 胶体 金 探 针 , 充分 混 匀 ;将 镍 网 切片 向 下 漂浮 
30min, 

(5) 标记 后 镍 网 的 在 ddH:O 上 漂洗 除去 未 标记 的 胶体 金 探 针 , 共 漂洗 3 次 ,每 次 5 一 
lOmin; BF. 

(60 常规 染色 ,观察 。 


4.2.6 胶体 金 间接 标记 基本 程序 


(D 镍 网 切片 向 下 在 dd HO 上 漂浮 2min。 

(2) 在 封闭 液 上 漂浮 30min, 

(3) 把 一 抗 用 封闭 液 稀释 100—500 倍 ,将 镍 网 切片 向 下 漂浮 30 一 60min。 

(4) dd HO 漂洗 2 次 各 5min ,去除 多 余 一 抗 。 

(5) 在 封闭 液 上 漂浮 30min, 

(6) 用 胶体 金 探 针 标记 30min, 

(7) dd HO 上 漂洗 除去 未 标记 的 胶体 金 探 针 , 共 漂洗 3 次 ,每 次 5 一 10 min; BET, 
(8) 常规 染色 ,观察 。 


4.2.7 用 胶体 金 间 接 标 记 法 进行 双 标 记 的 基本 程序 


(1) 镍 网 切片 向 下 在 dd HO 上 漂浮 2min。 
(2) 在 封闭 液 上 漂浮 30min。 
(3) 把 一 抗 A 用 BL 稀释 100—500 倍 , 将 镍 网 切片 向 下 漂浮 30— 60min, 
(4) dd H;O Sit 2 次 各 5min, 去 除 多 余 一 抗 A. 
- (5) 在 封闭 液 上 漂浮 30min, 
(6) 用 小 颗粒 胶体 金 探 针 A 标记 30min。 
(7) dd H:O 漂洗 2 次 各 5min, 去 除 多 余 胶体 金 探 针 A. 
(8) 重复 步骤 (2) 一 (7) ,其 中 抗体 和 探 针 改 用 一 抗 B 和 大 颗粒 胶体 爹 探 针 B. 
(9) dd H:O 上 漂洗 除去 未 标记 的 胶体 金 探 针 , 共 漂洗 3 次 ,每 次 5 一 10min; BC, 
(10) 常规 染色 ,观察 。 


第 八 章 ” 丝 状 真菌 的 细胞 生物 学 技术 。 115 


4. 2.8 用 胶体 金 直接 标记 法 进行 双 标 记 的 基本 程序 


如 果 两 种 探 针 的 重 悬 浮 液 相同 (如 同 为 IgG- 胶 体 金 ), 可 直接 混合 , 按 4.2.5 中 的 胶体 
金 直 接 标记 方法 进行 。 单 混合 时 大 颗粒 胶体 金 的 量 要 适当 增加 。 

如 果 两 种 探 针 的 重 悬 浮 液 差别 较 大 ,可 分 别 进行 直接 标记 。 步 又 如 下 : 

DO 镍 网 切片 向 下 在 dd H;O 上 漂浮 2min, 

(2) 在 封闭 液 上 漂浮 30min, 

(3) 用 胶体 金 探 针 1 标记 30min, 

(4) dd H:O 上 漂洗 除去 未 标记 的 胶体 金 探 针 , 共 漂洗 2 次 ,每 次 5 10min, 

(5) 在 封闭 液 上 漂浮 30min。 

(6) 用 胶体 金 探 针 2 标记 30min, 

(7) dd H;O 上 漂洗 除去 未 标记 的 胶体 金 探 针 , 共 漂洗 3 次 ,每 次 5 一 10min; BT. 

(8) 常规 染色 ,观察 。 


4.2.9 接 法 标记 粗 提纯 病毒 


CD 取 新 覆 膜 镍 网 ,在 用 封闭 液 稀释 500 倍 的 病毒 抗 血 清 上 漂浮 3min。 

(2) 在 病毒 溶液 上 吸附 10min。 

(3) 封闭 液 封闭 30min。 

(4) 一 抗 胶体 金 探 针 标 记 30 一 120min。 

(5) 水 洗 3 次 ,每 次 5 一 10min。 

(6) 2% 醋 酸 双 氧 铀 象 染 。 

注意 : 

(1) 如 果 使 用 间接 标记 方法 ,不 能 采用 或 只 能 采用 高 度 稀 释 的 抗体 吸附 病毒 。 否 则 ,高 
强度 的 标记 背景 会 影响 正确 判断 。 

(2) 该 方法 允许 多 探 针 直接 混合 一 步 法 同时 标记 多 种 病毒 。 特 别 适 用 于 对 未 知 病毒 的 
检测 。 


4.2.10 ”胶体 金 标记 技术 路 线 的 选择 


(1) 包 埋 剂 :根据 抗原 或 标记 底 物 性 质 决定 包 埋 剂 种 类 。 蛋 白 类 ,推荐 使 用 K4M; 包 埋 
后 立即 切片 标记 。 外 泌 蛋 白 可 选择 Spurr 树脂 。 可 长 期 保存 使 用 。 细 胞 结构 组 分 ,如 纤维 
素 、B-1,3- 葡 聚 糖 \, 几 丁 质 、 多 酚 化 合 物 等 ,可 选择 Spurr 树脂 。 

(2) 胶体 金 体积 :精细 定位 如 病毒 .细胞 器 定位 等 选用 5nm 胶体 金 。 细 胞 壁 组 分 采用 
15 一 20nm 胶体 金 。 多 标记 时 ,胶体 金 直 径 推 荐 选用 6nm、10nm、15nm; 稳 定 抗原 采用 较 大 
颗粒 胶体 金 。 一 般 蛋 白 标记 采用 10nm, 

(3) 通用 探 针 选择 

1) IgG- 胶 体 金 :一 20C 可 保存 1 年 ;但 定位 时 胶体 金 距 离 标记 位 点 较 远 ,不 适 于 精细 
定位 。 

2) 蛋白 A/G: 一 20C 可 保存 3 个 月 ;但 定位 时 胶体 金 距离 标记 位 点 较 近 ,适用 于 精细 
定位 和 多 标记 。 
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胶体 金 的 颗粒 及 胶体 金 标记 在 真菌 研究 中 的 应 用 举例 (图 8-3 一 图 8-10). 





图 8-5 结合 了 蛋白 的 胶体 金 探 针 图 8-6 真 芯 细 胞 壁 中 几 丁 质 组 分 的 标记 





图 8-7 白粉 病菌 侵 染 导致 植物 防卫 反应 基因 图 8-8 植物 防卫 反应 基因 表达 的 免疫 金 标 记 
的 免疫 金 标记 其 蛋白 积累 在 病原 菌 吸 器 周围 
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De ^^ C Y 


图 8-9 真菌 外 小 蛋白 的 免疫 金 标记 图 8-10 真菌 细胞 壁 组 分 的 胶体 金 标记 
图 中 用 WGA 和 Cellulase 的 胶体 金 探 针 分 别 标记 两 种 
不 同 真菌 的 细胞 壁 组 分 ,发 现 木 霉 菌 丝 侵 染 进 入 疫 霉 
Bi ee Am ga nn 


5 免疫 组 化 技术 


免疫 组 化 (immuno-histochemistry) 技 术 也 是 利用 血清 学 原理 ,利用 荧光 类 物质 或 酶 促 
反应 当 作 底 物 在 光学 显微镜 下 检测 组 织 与 细胞 中 的 抗原 类 物质 。 该 技术 起 始 于 20 世纪 40 
年 代 , 后 经 过 各 种 完善 改良 , 目前 被 广泛 应 用 于 细胞 生物 学 研究 。 特 别 是 随 着 光学 显微镜 
各 种 观察 性 能 的 改进 .激光 共聚 焦 显 微 镜 的 应 用 ,免疫 组 化 得 到 了 进一步 的 普及 应 用 并 从 
定性 进入 与 定量 研究 相 结合 的 阶段 。 


5.1 基本 原理 


免疫 组 化 技术 的 基本 原理 与 免疫 金 技术 非常 相似 ,只 不 过 是 示 踪 物 与 检测 仪器 有 所 
不 同 。 即 用 荧光 物质 或 利用 酶 反应 的 有 色 产 物 作为 示 踪 物质 ,把 荧光 物质 或 酶 预先 与 搞 
体 结合 在 一 起 作为 探 针 ,用 于 探测 细胞 中 抗原 物质 所 在 的 位 点 ,利用 一 般 光学 显微镜 、 荧 
光 显 微 镜 、 激 光 共 聚焦 显微镜 进行 检测 ,从 而 分 析 抗 原 物质 在 细胞 中 的 合成 .积累 与 分 布 
情况 。 

如 果 把 荧光 物质 与 抗体 结合 (图 8-11A) ,那么 可 以 在 荧光 显微镜 下 进行 观察 ,荧光 物 
质 在 荧光 显微镜 或 激光 共聚 焦 显 微 镜 的 激发 光 刺 激 下 ,可 以 发 出 荧光 ,从 而 显示 抗原 物 
质 所 处 的 位 置 与 量 的 多 少 。 如 果 把 酶 与 抗体 结合 (图 8-11B) ,那么 在 探 针 处 理 细胞 后 , 需 
要 添加 酶 反应 当 底 物 进行 酶 促 反应 ,从 而 产生 有 色 的 产物 ,然后 在 显微镜 下 进行 检测 
分 析 。 


5.2 奖 光 素 标记 抗体 与 酶 标记 抗体 


有 的 化 合 物 能 够 在 吸收 了 外 来 能 量 后 ,即刻 散发 出 荧光 ,终止 了 能 量 供给 ,发 光 也 马上 
停止 。 这 些 物质 就 是 荧光 素 或 荧光 染料 。 在 组 织 化 学 中 ,荧光 素 与 抗体 交 联 在 一 起 作为 标 
记 探 针 使 用 。 在 光学 显微镜 下 , 常 利用 荧光 素 的 发 光 来 监测 抗体 存在 的 部 位 与 浓度 。 目 前 
可 供 选择 的 荧光 素 种 类 非常 多 ,但 实际 上 最 常见 的 是 异 硫 氰 酸 荧光 黄 (FITC) 。 观 察 荧光 素 
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图 8-11 免疫 荧光 抗体 标记 (A) 与 免疫 酶 标 抗体 标记 (B) 原 理 


需要 使 用 荧光 显微镜 ,荧光 素 只 有 在 受到 激发 光 的 激活 后 才能 产生 荧光 、。 

除了 荧光 素 外 ,免疫 组 织 化 学 中 另外 还 有 一 个 常见 的 标记 物 酶 标 抗体 。 即 把 抗体 和 一 
种 酶 交 联 在 一 起 ,利用 酶 促 反应 产生 显微镜 下 可 见 有 色 产 物 来 监测 抗体 存在 的 部 位 。 一 般 
最 常用 的 酶 是 过 氧化 物 酶 和 碱 性 磷酸 酶 ,它们 都 比较 稳定 。 过 氧化 物 酶 可 以 使 偶 氮 化合 物 
如 DAB 发 生 聚 合 反 应 ,生成 分 子 量 比较 大 的 褐色 或 红 褐色 沉淀 。 碱 性 磷酸 酶 可 水 解 底 物 
ATP, 产 生 不 溶性 的 深 色 磷酸 盐 沉淀 。 这 些 沉淀 利用 普通 光学 显微镜 就 可 以 清晰 地 分 辩 ， 
从 而 确定 抗原 的 分 布 位 点 。 


5.3 标记 方法 


与 电镜 细胞 化 学 方法 的 原理 一 样 ,免疫 组 化 也 分 直接 与 间接 的 标记 两 种 基本 方法 。 直 
接 标 记 法 是 把 一 抗 直接 交 联 到 酶 或 荧光 素 上 作为 标记 探 针 使 用 , 它 可 以 直接 识别 抗原 ;而 
间接 法 是 把 二 抗 交 联 到 酶 或 荧光 素 上 作为 标记 探 针 使 用 ,用 它 来 识别 一 抗 ,而 不 是 直接 去 
识别 抗原 。 因 此 ,免疫 组 化 的 实验 步 又 与 电镜 细胞 化 学 极其 相似 。 


5.3.1 直接 法 


用 1%BSA 的 PBS 缓冲 液 预 处 理 标本 片 30min; 然 后 滴 加 稀释 了 50 一 100 倍 的 酶 标 抗 
体 或 荧光 抗体 进行 标记 处 理 ;PBS 缓冲 液 充分 洗涤 ;如 果 使 用 酶 标 抗 体 ,添加 底 物 在 适宜 温 
度 条 件 下 进行 酶 促 反应 ;充分 洗涤 ,然后 在 荧光 显微镜 下 观察 。 标 本 中 如 有 相应 抗原 存在 ， 
那么 就 能 够 与 酶 标 抗体 或 荧光 抗体 进行 特异 性 结合 ,在 镜 下 可 检测 到 荧光 或 酶 促 反 应 的 产 
物 。 该 方法 简单 ,特异 性 强 , 但 其 缺点 是 需要 在 实验 室 进行 一 抗 与 标记 物 的 交 联 ,技术 要 求 
高 ,费时 费力 。 


5. 3.2 间接 法 


用 1%BSA 的 PBS 缓冲 液 预 处 理 标 本 片 30min; 然 后 滴 加 适度 稀释 的 抗体 或 抗 血清 ( 祝 
抗体 情况 稀释 100—1 000 倍 不 等 ) 进 行 处 理 ;PBS 缓冲 液 充分 洗涤 ;然后 滴 加 酶 标 抗体 或 欧 
光 抗 体 进行 标记 处 理 ;PBS 缓冲 液 充分 洗涤 ;添加 底 物 在 适宜 温度 条 件 下 进行 酶 促 反应 ; 充 
分 洗涤 ;然后 在 荧光 显微镜 下 观察 。 该 方法 的 优点 是 使 用 商品 化 的 酶 标 抗体 或 荧光 抗体 ， 
成 功率 高 ,简单 方便 。 缺 点 是 容易 产生 假 阳 性 结果 。 
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5.4 样品 的 处 理 方法 


免疫 组 化 的 样品 处 理 与 一 般 光 镜 样品 处 理 步 又 相似 ,唯一 要 注意 的 是 要 尽 可 能 地 保护 
抗原 的 活性 。 

对 于 人 工 培养 的 真菌 来 说 ,可 以 直接 挑 取 活 的 菌 丝 或 孢子 固定 在 载 玻 片上 进行 标记 处 
理 。 对 于 寄生 在 植物 或 动物 体 上 的 真菌 ,一 般 均 需要 做 切片 处 理 。 如 果 是 一 般 的 石 螨 切 
片 , 最 好 采用 低 熔 点 石 螨 ,适当 缩短 处 理 周期 。 如 果 采 用 树脂 切片 ,最 好 使 用 低温 包 埋 剂 ， 
其 处 理 方法 与 细胞 化 学 方法 相同 。 
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1 概述 


基因 功能 的 鉴定 和 基因 产物 的 特性 是 丝 状 真菌 生化 研究 的 重点 。 丝 状 真 菌 的 蛋 日 研 
究 使 用 与 其 他 生物 同样 的 方法 。 首 先 要 进行 菌 丝 培养 ,从 菌 丝 中 分 离 各 种 细胞 器 ,然后 再 
从 中 分 离 各 种 特殊 的 蛋白 质 。 


2 抽 提 物 的 准备 


2.1 菌 丝 的 准备 


为 了 获得 可 重复 的 实验 结果 ,需要 仔细 控制 培养 物 的 生长 条 件 和 收集 时 间 。 方 案 1 描 
述 了 进行 蛋白 抽 提 前 的 菌 丝 处 理 方法 。 


方案 1 菌 丝 的 摇 瓶 培养 


设备 与 试剂 : 

l. 3&3 J&UL 33:29 K 98 MR 19 AEG C baffled flask) 。 

2. fik3L78 CMiracloth) 3, it 3€ 4& rp , 

3. 缓冲 液 A. 10mmol/L Tris-HCl, 1mol/L 山梨 醇 ,1mmol/L PMSF, 

方法 与 步骤 : 

l. 使 用 合适 的 培养 基 , 接 种 孢子 至 浓度 为 2X105/ml。 

2. 在 合适 的 温度 (如 25 ,30'C X, 37C 250r/min) 培 养 16— 20h, 

3. 使 用 微 孔 布 收集 菌 丝 ,用 冷 的 ddH:O 洗涤 。 或 使 用 多 层 过 滤纸 中 过 滤 收 集 菌 丝 ,用 
冷 的 缓冲 液 A 洗 涤 。 

4. 用 吸水 纸 吸 干 菌 丝 的 水 分 , 称 重 。 一 般 每 400m] 培养 基 可 获得 3—5g E A, 

5. 立即 用 液 氮 冷冻 菌 丝 块 。 兽 给 块 可 以 保存 在 一 80C 或 者 直接 使 用 。 


2.2 菌 丝 中 样品 的 抽 提 

菌 丝 中 生化 样品 的 抽 提 可 以 从 新 鲜 的 、 冰 冻 的 或 速冻 保存 的 材料 开始 。 方 案 2 描述 了 
琉 水 蛋白 的 抽 提 方法 。 

方案 2 臣 水 蛋白 的 分 离 


设备 与 试剂 : 
l. SE fe Sp, 
2. 离心 机 。 
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3. 缓冲 液 A 50mmol/L 473-2 45 pH 6.0,2%SDS,1mmol/L PMSF, 

方法 与 步骤 : 

l. ERA PRÈ lg 冷冻 或 冻 干 的 菌 丝 。 

2. 室温 用 4ml 缓冲 液 A 抽 提 30min, 

3. 10 000g 离心 10min 获得 菌 体 沉淀 。 

4. 室温 ,用 溶 于 20% L Ñ (acetonitrile) t 0. 156 =% L A (trifluoroacetic acid) 抽 提 
Smin XX £A KA à, 


3 细胞 组 分 的 准备 


从 整个 菌 丝 体 中 抽 提 和 蛋白 质 通常 不 适用 于 研究 细胞 的 代谢 过 程 ,尤其 是 那些 在 各 种 细 
胞 器 中 进行 运输 的 蛋白 组 分 。 在 很 多 情况 下 ,可 以 通过 分 离 不 同 细胞 器 来 定位 蛋白 质 。 


3.1 细胞 质 膜 


通过 分 离 细 胞 膜 ,可 以 获得 没有 细胞 质 内 容 物 的 细胞 膜 泡 ,并 用 于 研究 物质 的 运输 
过 程 。 


方案 3 细胞膜 的 分 离 


设备 与 试剂 : 

1. 离心 机 。 

2. 缓冲 液 25mmol/L MOPS/KOH pH 7.2,0.25mol/L A 3,596 # i (W/V), 
Immol/L MgCl, ,2mmol/L DTT, 1mmol/L EDTA, 1mmol/L PMSF,0. 15mmol/L T# Ej 
(tetracaine) , 1ng/ml 4* X Ak (pepstatin) , 1ug/ml Æ 4k X (leupeptin), 

3. 588 52 AR RC 

4. 二 氧化 硅 密 度 离 心 胶 (Percoll) 。 

5. 50% 密度 梯度 分 离 液 (Nycodenz)。 

方法 与 步骤 : 

1. 收集 菌 丝 ,用 等 体积 的 0.9% NaCl 洗涤 。 

2. 在 冷 的 (4C) 线 冲 液 中 悬浮 细胞 (4mg/ml) 。 

3. 用 lmm 直径 的 玻璃 珠 匀 桨 ÆRA 50g 玻璃 珠 的 75ml 烧杯 中 加 满 细胞 悬浮 液 ,使 
用 Braun MSK 5) X Xu 4 R 2min, 使 用 液体 CO, 挥发 冷却 。 

4. 3 000g 水 平 离心 5min, X Me £a I, fe Pe 
.上 清 液 中 加 入 Percoll 到 终 浓度 的 2495, 

. 45 000g 离心 30min。 

: 移出 含有 封闭 细胞 膜 的 上 层 条 带 (sealed plasma membrane) ,用 缓冲 液 稀 释 4 42, 

. 100 000g 离心 2h, 去 除 Percoll。 

. 收集 Percoll 沉淀 上 方 的 细胞 膜 沉淀 ,用 缓冲 液 是 浮 ， 至 总 体积 为 匀 北 液体 积 的 5%。 
10. 混合 4. 8ml 的 细胞 膜 悬 浮 液 和 3. 2ml 的 50% Nycodenz( 缓 冲 液 稀释 ) , 

ll. 把 上 述 混合 物 加 入 一 个 厚 壁 管子 中 ,再 在 上 面 稀释 加 入 6ml 15% 用 缓冲 液 稀释 的 
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Nycodenz 和 4m] 缓冲 液 ( 总 体积 为 18ml) 。 
12. 90 000g 水 平 离心 90min, 
13. 重新 收集 位 于 15% Nycodenz P+ ok Jf do h & Gp E AMA kE 10 48. 
14. 稀释 液 25 000g 离心 30min, 
15. 用 少量 的 缓冲 液 悬 浮沉 淀 , 液 氨 保 存 。 


3.2 Nga 


许多 蛋白 质 分 布 于 特定 的 细胞 器 ,从 这 些 细胞 器 分 离 纯化 蛋白 质 可 以 确定 蛋白 质 的 位 
置 ,至 少 可 以 防止 蛋 百 的 降解 。 


3.2.1 液 泡 


真菌 液 泡 类 似 于 植物 的 液 泡 或 哺乳 动物 的 溶 酶 体 ,含有 蛋白 酶 和 核酸 酶 。 分 离 液 泡 时 
使 用 1M 的 山梨 醇 作 为 渗透 压 调 节 剂 ,可 以 减 小 液 泡 体 积 ,缓解 液 泡 在 提取 过 程 受到 的 机 械 
和 渗透 压 变化 的 伤害 。 


方案 4 BOmRu s 


设备 与 试剂 : 

1. 珠 磨 式 组 织 研磨 器 (Bead beater, Biospec, 日 本 ) 。 

2. 特 氛 纶 玻璃 匀 浆 机 (Teflon glass homogenizer) , 

3. 水 平 超速 离心 机 。 

4. 缓冲 液 A 1O0mmol/L MES/Tris,1mol/L 山梨 醇 ,2mmol/L MgCl, ,1mmol/L 菲 咯 
9 Co-phenanth- roline) ,2 mmol/L ATP,1 mmol/L PMSF pH 6. 9, 

方法 与 步骤 : 

1. 340ml 容器 中 先 加 入 一 半 容 量 的 0. 3—0. 5mm 直径 的 用 缓冲 液 浸 湿 的 玻璃 珠 , 再 加 
入 足 量 缓冲 液 中 的 菌 丝 (10 一 20g) 。 

2. 匀 浆 4 次 ,每 次 匀 浆 30s, 静 止 1min, 
. 倒 出 容器 中 的 匀 兼 物 , 用 缓冲 液 A 洗涤 玻璃 珠 一 次 。 
.混合 匀 浆 物 和 洗涤 缓冲 液 ,4 000g 离心 10min, € JEXCE, 
. 上 清 液 于 10 000g 离心 20min。 
. 用 缓冲 液 A 悬浮 沉淀 , 特 氛 纶 玻璃 匀 桨 机 转 2 一 3 冲程 。 
. 在 18ml 的 梯度 山梨 醇 溶 液 (1. 0 一 1. 8mol/L, 溶 于 缓冲 液 A) 上 面 铺 放 上 述 悬 浮 液 。 

8. 100 000g 水 平 离心 45min。 如 果 没 有 超速 离心 机 ,在 18ml 离心 管 中 , 把 样品 放 在 
4ml 1. 8mol/L 蔗糖 溶液 上 面 。 在 高 速 离心 机 中 43 000g 离心 2h 后 也 能 产生 一 个 连续 的 从 
1. 8mol/L 其 糖 到 1. Omol/L 山梨 酵 的 Aml 的 梯度 溶液 。 

9. 收集 沉淀 ,悬浮 于 缓冲 液 A, 一 80 人 保存 。 


3.2.2 线粒体 
一 些 代 谢 途 径 定 位 于 线粒体 ,可 以 通过 GFP 定位 来 确定 蛋白 在 线粒体 内 的 分 布 。 
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方案 5 线粒体 的 分 离 


设备 与 试剂 : 

1. 缓冲 液 A 1l0mmol/L TES-NaOH pH 7.5,1mmol/L EDTA, 
2. 溶 于 缓冲 液 A 的 1. 2mol/L AES, 

3. 溶 于 ddH; O 的 1. 2mol/L 3. 

方法 与 步骤 : 

1. 按照 方案 4 的 第 1 一 第 4 步 , 获 得 10 000g 的 离心 沉淀。 

2. 悬浮 于 缓冲 液 A。 

3. 把 10ml 的 悬浮 液 铺 放 在 梯度 液 的 上 面 。 

lOmll.2mol/L 其 糖 。 

10ml 1. 2mol/ 世 溶 于 缓冲 液 A 的 蔗糖 。 

4. 43 000g 离心 2h。 

9. 液 泡 将 形成 沉淀 ,而 线粒体 位 于 液 面 交 界 中 ;用 巴 斯 德 吸 管 (Pasteur pipette) 吸 出 线粒体 。 
6. 稀释 于 等 量 的 缓冲 液 A。 

7. 19 000g 离心 20min, 


3.2.3 细胞 核 


细胞 核 内 含有 DNA 结合 蛋白 ,如 组 蛋白 .转录 因子 、 非 组 蛋白 和 DNA 依赖 性 RNA 合 
成 酶 等 。 


方案 6 细胞核 的 分 离 


设备 与 试剂 : 

l. 珠 磨 式 组 织 研磨 器 (Bead beater, Biospec, 日 本 ) 或 研 钵 和 研 桂 。 

2. 离心 机 和 超速 离心 机 。 

3. 缓冲 液 A 50mmol/L Tris-HCl pH 7.5,5mmol/L MgOAc , 20% + ii , 5mmol/L 
EGTA,3mmol/L CaCl; ,1mol/L 山梨 醇 ,7% Ficoll( 3€ Æ). 385 7E X 4X4 AC, 4 
用 前 添加 lmol/L DTT 到 5mmol/L 和 0. 01 体积 的 100X 有 蛋白 酶 抑制 剂 A.B 和 C。 临 时 储 
存在 冰 上 ,使 用 后 丢弃 多 余部 分 。 

4. 缓冲 液 B 25mmol/L Tris-HCl pH 7. 5,5mmol/L MgOAc , 10964: ij, 5 mmol/L 
EGTA。 高 压 灭 菌 ,保存 于 4C。 使 用 前 添加 1mol/L DTT 到 5mmol/L 和 0.01 体积 的 
100 久 蛋白 酶 抑制 剂 C。 临 时 储存 在 冰 上 ,使 用 后 丢弃 多 余部 分 。 

5. 缓冲 液 C 25mmol/L Tris-HCl pH7. 5,5mmol/L MgOAc; ,10 听 甘油 ,1 mol/L Æ 
糖 。 高 压 灭 菌 ,保存 于 4C 。 使 用 前 添加 1mol/L DTT 到 5 mmolML。 临 时 储存 在 冰 上 ,使 
用 后 丢弃 多 余部 分 。 

6. 缓冲 液 D 25mmol/L Tris-HCl pH 7. 5,5mmol/L MgOAc; , 25% -+i ,0. 1mmol/ 
L NazEDTA。 高 压 灭 菌 , 保 存 于 4C 。 使 用 前 添加 1mol/L DTT 到 5 mmol/L, is 8 4i £i 
在 冰 上 ,使 用 后 丢弃 多 余部 分 。 

7. 100X 有 蛋白 酶 抑制 剂 A ”200pg/ml 4 Ak B (aprotinin) , 5Oug/ml 亮 肽 素 (leupeptin)， 
250pg/ml 抗 痛 素 (antipain) , 溶 于 水 ,一 20C 保 存 。 上 述 蛋 白 酶 抑制 剂 在 室温 下 约 稳 定 12h。 
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8. 100X 有 蛋白酶 抑制 剂 B 100ug/ml 45? H Ak Cpepstatin) , 溶 于 甲 酵 ,一 20 人 保存 。 上 述 
蛋白 酶 抑制 剂 在 室温 下 约 稳定 6h。 

9、100X 蛋 白 酶 抑制 剂 C”100mmol/L PMSF, 溶 于 无 水 乙醇 ,一 20C 保 存 。PMSF 在 
水 相 中 不 稳定 ,使 用 时 添加 。 

方法 与 步骤 : 

1. 珠 磨 式 组 织 研磨 器 方法 

(1) 粉碎 冰冻 的 菌 丝 块 和 20ml 缓冲 液 A 一 起 放 入 珠 磨 式 组 织 研磨 器 。 

(2) 用 30s 高 速 研 磨 , 然 后 停止 60s, 反 复 6 个 重复 周期 ,破碎 菌 丝 。 

(3) 把 粉碎 物 倒 入 烧杯 ,用 磁力 搅拌 器 轻 轻 搅拌 。 

(4) 缓慢 地 加 入 缓冲 液 B。 

2. Ep de Sp EE ZI ik 

(1) 4E Spp 2m GR AEA, E E JR Im 83 9X, 25 5min, 

(2) 菌 丝 粉末 加 入 在 冰 上 预 冷 的 烧杯 ,立即 加 入 20ml 的 缓冲 液 A。 样 品 结 冰 后 ,需要 
约 10min 化 冻 。 

(3) 一 旦 化 冻 , 立 即 在 冰 上 用 磁力 搅拌 器 搅拌 。 一 旦 匀 闽 均 质 化 ,缓慢 加 入 40ml 缓冲 
液 B. 

3. 接 上 述 步 又 1 或 2 

(1) 2'C ,转移 到 30ml 的 Corex 管 中 ,1 500g 水 平 离心 7min。 

(2) 移 去 上 清 液 , 轻 轻 加 入 一 层 5ml 缓冲 液 C。 

(3) 2,30 000g 水 平 离心 25min, 使 细胞 核 沉淀 。 

(4) 抛 齐 上 清 液 ,适当 重 悬 沉淀 。 如 果 细 胞 核 悬 浮 在 缓冲 液 DD 中 ,保存 在 一 80'C。 如 果 
继续 抽 提 , 则 继续 方案 7。 


方案 7 细胞核 的 抽 提 


设备 与 试剂 : 

l. FRE 15mmol/L HEPES-KOH pH 7.6,500mmol/L NaCl,5mmol/L MgCl, , 
lmmol/L NazEDTA,5%% 甘 油 。 添 加 0.01 体积 的 100 久 蛋白 酶 抑制 剂 了 和 C, 

2. 5X 4% +% F 125mmol/L HEPES-KOH pH 7.6, 200mmol/L KCl, 5 mmol/L 
Na,EDTA ,50% 甘 油 。 高 压 灭 菌 ,保存 于 4C。 使 用 前 配制 成 1XBIND 缓冲 液 , 添 加 1mol/L 
DTT 到 终 浓 度 为 5mmol/L 和 100X 有 蛋白 酶 抑制 剂 C. 到 终 体积 的 0. 1X 。 临 时 储存 在 冰 上 ， 
使 用 后 丢弃 多 余部 分 。 

3. 透析 管 和 超 滤 装置 。 

4. 超速 离心 机 。 

方法 与 步骤 : 

l. 在 4ml 疆 冲 液 忆 中 用 微型 吸管 反复 冲洗 重 是 细胞 核 粗 提 物 。 

2. 在 冰 上 预 冷 30min, 轻 轻 搅 动 。 

3. 4'C,100 000r/min 离心 30min, 

4. 4 人 C 在 1L 2X 缓 冲 液 下 中 透析 上 清 液 4h。 

9. 使 用 真空 透析 或 通过 离心 超 滤 浓缩 器 (Centriprep 10unib) 过 滤 浓 缩 样 品 到 0. 5—1ml, 
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6. 测定 样品 的 蛋白 质 浓度 。 以 每 份 50 一 100pl 分 装 , 保 存 于 一 80Y 。 


3.2.4 微 体 

微 体 包括 过 氧化 物 酶 体 、 乙 醋酸 循环 体 和 糖 酶 体 。 

方案 8 微 体 的 分 离 

设备 与 试剂 : 

1. 离心 机 。 

2. 5$) € 23 (Potter homogenizer), | 

3. 缓冲 液 A 2g/L 柠 榜 酸 pH 6.4,60g/L KCl, 

4. 缓冲 液 B 0. 1mol/L MES pH 7.5,60g/L KCl, 

9. 缓冲 液 C 0. 1mol/L MES pH 7.5, 5mmol/L DTT, 1 mmol/L EDTA, 25g/L 


6. Novozyme 234(Novo Biolabs, 7: €), 

方法 与 步骤 : 

.接种 48—72h 后 收集 菌 丝 体 , 用 0.9% NaCl 洗涤 1 次 。 

. 用 100ml 缓冲 液 人 A 重 悬 20g RAH, 

。 加 入 100mg Novozyme 234。 

. 100r/min 4&3) 4h, 25'C ,产生 原生 质 体 。 

. FR PR. B PUR EUR AR 3 次 。 

. 用 缓冲 液 C 重 悬 原生 质 体 。 

. 用 匀 浆 器 研磨 5 次 ,进一步 裂解 细胞 。 

. 1 000g 离心 15miny4'C ,丢弃 沉 淀 。 

. 上 清 液 在 4C，,14 000g 离心 30min。 沉 淀 包含 有 线粒体 、 液 泡 、 内 质 网 和 微 体 。 上 清 
液 在 4 已 通 过 100 000g 离心 lh, 可 以 进一步 分 离 获得 可 溶性 蛋白 质 (上 清 液 部 分 ) 和 较 小 的 
细胞 器 和 细胞 膜 泡 (沉淀 ) 。 


4 蛋白 分 析 


(1) 蛋白 分 析 : 常 用 2D 电泳 检测 总 蛋白 。 
(2) 特殊 蛋白 的 检测 :可 以 使 用 Western 杂交 检测 特殊 的 蛋白 质 成 分 。 


方案 9 和 匈 子 和 菌 丝 的 小 量 的 蛋白 质 抽 提 


设备 与 试剂 : 

.离心 机 。 

. $K Ccooling bath), 

. 磁力 搅拌 器 。 

真空 泵 。 

. 研 钵 和 研 村。 

. 丙酮 (一 60'C), 冰 ,乙醇 。 

. 缓冲 液 50 mmol/L BES pH 7.3, 用 KOH 调节 。 
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方法 与 步骤 : 

方法 一 : 

l. 把 50mg 干 孢 子 放 入 聚 某 业 离心 管 ,冷却 到 一 60T 。 

2. 加 入 10ml 丙酮 ,在 一 60 人 搅拌 5min。 

3. 13 000g 离心 5min, —15'C, 

4. 把 离心 管 放 在 冰 - 乙 酵 水浴 中 ,用 吸管 移 去 丙酮 。 

5. 把 离心 管 快 速 放 在 真空 仪 中 ,去除 过 量 的 丙酮 。 

6. 用 5ml 缓冲 液 加 入 干 的 粉末 中 ,0OC 搅 拌 30min, 

方法 二 ; 

1. 用 2g 的 酸 洗 沙 (acid washed sand) e 5ml 的 缓冲 液 (20mmol/L 磷酸 钾 pH 7. 2) 研 
磨 1g 菌 丝 , 数 分 钟 。 

2. de E i$ 635 8| —60 C ERE S, 

3. 用 40ml 丙酮 抽 提 ,在 一 60 信 搅拌 5min, 

4. 13 000g 离心 5min, —15'C, 

9. 把 离心 管 快速 放 在 真空 仪 中 ,去 除 过 量 的 丙酮 。 

6. 用 20ml 缓冲 液 加 入 和 干 的 粉末 中 ,0 搅拌 30min。 


方案 10 从 固体 培养 物 中 分 离 胞 外 本 (IN. crassa 的 脂肪 酶 ) 


设备 与 试剂 : 

l. 离心 机 。 

2. 冷冻 干燥 仪 。 

3. 0.9% NaCl, 

4. Elt X (activated charcoal), 

5. 缓冲 液 50mmol/L S£ 4? pH 7. 0,1 mmol/LDTE, 1mmol/L PMSF, 

方法 与 步骤 : 

l. 从 固体 培养 物 中 收集 孢子 ,悬浮 于 0.9% NaCl, 过滤, 保存 在 0.9% NaCl (0C) 
中 30min 。 

2. xij T 20 000g 离心 15min, 获得 橙色 的 上 清 液 。 

3. 用 50mg/ml 的 活性 炭 处 理 30min, 4'C ,去 除 色素 。 

4. 20 000g 离心 10min。 

5. JE O'CEE LO, EH, 

6. 若 要 准备 蛋白 质 , 将 冻 干 的 样品 用 合适 的 缓冲 液 溶解 后 透析 。 


方案 11 从 新 鲜 菌 丝 分 离 细胞 内 蛋白 ,适用 于 蛋白 水 解 敏 感 蛋白 的 方法 
设备 与 试剂 : 

1. 4& Æ (incubator shaker), 

2. 真空 过 滤器 。 

3. 搅拌 机 (blender) 。 

4. 超声 波 仪 (sonicator) 。 

9. 离心 机 (centrifuge) 。 
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6. 冻 干 机 (freeze-dry equipment) , 

7. 纸 中 (paper towels) 。 

8. 抽 提 缓冲 液 220mmol/L Tris-HCl pH 8 (20'C), 1194 甘油 , 22% DMSO, 
11mmol/LCNH,); SO, , 5. 5mmol/L MgCl, 0. 55mmol/L EDTA, 4. 4mmol/L PMSF, 每 
10g 湿 菌 丝 添 加 30ug # X Ak A(pepstatin A, 4 1mg/ml 浓度 溶 于 甲醇 ) 。 

9. 5% polymin P, 

10. 400mmol/L(NH,);SO, , 溶 于 109644 ih, 

方法 与 步骤 : 

. 过 滤 收 集 菌 丝 , 轻 轻 抽 吸 防 止 干燥 。 

.34 ,用 生长 培养 基 漂 洗 。 

. 转移 到 装 有 1/2 体积 的 含有 5mmol/L PMSF 的 生长 培养 基 的 容器 中 。 
. 34'C £, 5,3& JF 20min, 

. 过 滤 ,用 冰冷 的 水 冲洗 ,强力 抽 滤 ,使 人 冷却 到 OC, 

. 用 1 倍 或 2 倍 的 湿 菌 丝 体积 的 抽 提 缓冲 液 , 冷 却 菌 丝 到 一 15'C 。 

. 用 纸 中 吸 干 菌 丝 , 沉 重 。 

. 立即 转移 到 一 15 亿 的 10 倍 湿 重 的 抽 提 液 中 。 

. 用 搅拌 器 最 高 速 匀 浆 硬 的 菌 丝 块 1 一 2min。 

10. 超声 处 理 , 同 时 搅拌 ( 竺 度 很 高 ) 和 冷却 。 例 如 ,400ml 组 分 需 在 100W, 20kHz, 处 
理 4—8 次 ,每 次 1min, 

11. 10 000g 离心 15min, 一 15'C ,去 除 菌 丝 碎片 。 

12. 调节 上 清 液 的 温度 为 OIC, 加 入 0.075 体积 的 5% polymin P 溶液 ,搅拌 5min。 操 
作 过 程 需 在 0~4AC 下 进行 。 

13. 10 000g 离心 20min, 收 集 沉淀 。 

14. 用 溶 于 10% 甘 油 的 400mmol/LINH4):SO, 溶 液 悬 浮沉 淀 , 轻 轻 搅 拌 ,避免 起 泡沫 。 

15. 16 000g 离心 30min ,收集 上 清 液 。 

16. 每 100ml 上 清 液 加 入 35g CNH42,SO, ,允许 有 沉 演 出现, 放置 lh 或 过 夜 。 

17. 16 000g 离心 lh «xci, 

18. 4E T —80C , 供 进 一 步 色 谱 分 析 。 


方案 12 从 新 鲜 菌 丝 分 离 细胞 内 蛋白 

设备 与 试剂 : 

l. French Press cell( 高 压 细胞 破碎 仪 )。 

2. 离心 机 。 

3. R C 0.2 mol/L Tris-HCl pH 8.0,40%% 甘 油 , 10mmol/L DTE, 0. 3mol/L 
NaCl, 

方法 与 步骤 ; 

1. 悬浮 50g 菌 丝 到 150ml «REV, 

2. 10 000psi 通过 高 压 细胞 破碎 仪 。 

3. 用 Sorvall SS34 转 头 或 类 似 转 头 15 000r/min 离心 30min, 
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4. 通过 polymin 沉淀 和 硫酸 铵 分 级 上 清 液 。 
方案 13 AGAT ZA RS B 


设备 与 试剂 : 

l. 研 杀 和 研 析 或 搅拌 机 (blender) 和 过 滤 粗 棉布 。 

2. 离心 机 。 

3. Polymin。 

4. 缓冲 液 A 50mmol/L 98€ 4$ pH7.0,1mmol/L PMSF, 

5. 缓冲 液 B Z0mmol/L Tris-HCl pH 7. 5,5mmol/L MgCl;,3mmol/L EGTA ,10mmol/L 
A BE.,0. 25kg/ml 抑 胃 肽 ,0. 2pumol/L 抑 肽 酶 ,0. 5pg/ml 亮 肘 素 ,每 克 菌 丝 加 10mmol/L t a 
基 乙 酵 (2-mercaptoethanol) 。 

6. HE A, 

方法 与 步骤 : 

方法 一 : 

l. 室温 用 2% PMSF 研磨 干 菌 丝 5— 10min, 

2. 在 20 份 体积 的 冰冷 的 缓 冲 液 中 搅拌 获得 的 细 粉 状 菌 丝 物 质 。 

3. 10 000g 离心 15min 。 

4. 上 清 液 通过 polymin 沉淀 和 硫酸 铵 赴 析 。 

方法 二 : 

l. 以 1:15 的 比例 混合 菌 丝 和 缓冲 液 B, 

2. 用 韦 氏 搅 切 机 (Waring blender) 粉 碎 菌 丝 。 

3. 过 滤 粗 棉布 过 滤 。 

4. 30 000g 离心 30min 。 

9. 上 清 液 过 柱状 色谱 ,如 离子 交换 树脂 。 


方案 14 酶 学 分 析 的 代谢 物 抽 提 


设备 与 试剂 : 
l. 抽 提 缓冲 液 — 50mmol/L Hepes pH 7.6 用 KOH 调节 , 0. 2mmol/L EDTA, 
lO0mmol/LCNH,);SO, , 50mmol/L 殖 基 乙醇 ,2%% 抗 坏 血 酸 钠 。 
2. 超声 波 仪 (sonicator) 。 
3. 离心 机 。 
方法 与 步 又: 
. 把 5mg 的 干 菌 丝 或 孢子 放 入 1. 5ml 的 离心 管 。 
， 加 入 0. 5ml 抽 提 缓冲 液 。 
.煮沸 5min。 
. 冰 上 冷却 。 
超声 破碎 。 
离心 。 
: 相应 地 稀释 上 清 液 。 


第 十 章 ”真菌 研究 中 的 免疫 学 万 法 
1 概述 


真菌 免疫 学 研究 始 于 20 世纪 60 年 代 , Flor, DeVay 和 其 他 研究 者 开始 使 用 兔 多 克 
隆 抗 血 清 (pABs) 研 究 了 植物 病原 真菌 与 寄主 在 寄生 关系 建立 早期 的 互相 关系 开始 ,到 目前 
已 经 积累 了 大 量 资料 。 而 杂交 瘤 技术 及 单 克 隆 抗体 的 制备 技术 出 现 之 后 ,为 免疫 学 方法 提 
供 了 现代 真菌 生物 学 家 研究 所 需 的 特异 性 及 重复 性 。 有 别 于 病毒 之 类 的 有 机 体 ,真菌 细胞 
壁 及 细胞 外 的 糖 蛋白 的 复杂 性 及 植物 生长 繁殖 的 土壤 的 复杂 性 表明 ,应 用 pAbs 的 传统 手 
段 在 真菌 生物 学 的 研究 中 越 来 越 局 限 。 杂 种 瘤 技术 和 单 克 隆 抗 体 技术 (mAbs) 克 服 了 很 多 
问题 并 形成 了 真菌 的 免疫 学 ,通过 对 自然 感染 植物 和 受 侵 染 的 土壤 样品 检测 、 量 化 和 可 视 
化 分 析 , 可 进行 纯 培养 的 形态 学 ,生物 化 学 及 生理 学 的 详细 研究 。 

制备 pAbs A mAbs 需要 畜 舍 ,因此 对 于 没有 畜 舍 的 实验 室 , 这 可 能 是 制备 抗体 的 一 个 
限制 条 件 。 而 人 类 单 克 隆 抗体 的 制备 是 通过 噬菌体 展示 技术 ,这 种 技术 具备 应 用 于 真菌 免 
疫 研 究 的 巨大 潜能 ,而 目前 得 到 抗体 基因 文库 的 途径 有 限 , 这 意味 着 在 不 久 的 将 来 , 源 于 免 
疫 动物 的 免疫 球 蛋 白 是 真菌 生物 学 家 获得 抗体 的 唯一 途径 。 

本 章 的 目的 是 为 真菌 生物 学 家 提供 更 多 的 基本 方法 论 获 得 抗体 的 途径 。 重 点 放 在 杂 
交 瘤 的 常规 培养 和 维持 ,而 不 是 详细 的 免疫 和 融合 方法 。 同 时 ,也 提供 了 大 量 的 常规 免疫 
分 析 的 标准 方法 以 拓宽 真菌 研究 的 适用 性 。 因 此 ,本 章 将 受到 那些 没有 常规 的 畜 舍 设备 、 
但 在 研究 中 的 需要 的 pAbs 或 mAbs 可 以 由 商业 机 构 提 供 的 读者 的 首肯 。 


2 免疫 原 分 子 的 特性 


多 克隆 或 单 克隆 抗体 制备 的 第 一 步 是 宿主 动物 对 合适 抗原 的 免疫 反应 。 一 个 好 的 免 
疫 原 能 引起 较 强 的 初级 和 次 级 免疫 应 答 的 先决 条 件 是 : 

CD 必须 有 一 个 能 被 定位 在 B 细胞 表面 的 抗体 识别 的 抗原 决定 基 。 

(2) 必须 能 被 降解 。 

G) 必须 含有 至 少 一 个 能 同时 被 class I EARI. 

Class 卫 蛋白 是 一 种 受 体 , 当 免 疫 原 被 部 分 降解 成 蛋白 片段 时 ,Class 本 蛋白 可 以 与 其 中 
的 一 些 片段 结合 。 抗 原 片段 与 Class 卫 蛋白 的 复合 体 与 细胞 受 体 结合 是 B 细胞 分 化 成 浆 
细胞 的 至 关 重 要 的 一 步 。 抗 原 决定 基 和 classI-T 细胞 受 体 结合 位 点 的 必要 性 意味 着 小 于 
3 000 一 5 000Da 的 分 子 不 是 好 的 免疫 原 。 这 样 大 小 的 分 子 能 结合 到 B. 细胞 表面 的 抗体 上 ， 
但 并 不 能 提供 classI 和 蛋白 和 T 工 细胞 受 体 同 时 结合 的 稳定 的 结合 位 点 。 像 合成 肽 或 毒 枝 菌 
素 这 样 的 小 分 子 到 大 的 像 牛 血清 蛋白 或 keyhole limpet haemocyanin(KLH) 这 样 的 分 子 都 
可 以 两 两 结合 ,克服 了 由 于 分 子 没有 classI-T 细胞 受 体 结合 位 点 的 缺陷 , 提供 稳定 的 结合 
位 点 而 诱导 了 对 这 些小 分 子 的 抗体 反应 。 
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2.1 免疫 真菌 材料 的 选择 


目前 已 有 多 种 方法 用 于 真菌 pABs 和 mABs 的 制备 ,但 是 这 些 方法 中 没有 一 种 能 提供 
制备 属 \ 种 或 菌株 特异 性 的 抗体 的 明确 程序 。 然 而 ,特异 性 的 倾向 已 经 出 现 。 例如: 当 
pAbs 加 到 菌 丝 片断 、 冻 干 菌 丝 提取 物 .固体 培养 表面 洗涤 物 或 培养 过 滤 物 时 ,通常 与 相关 
或 不 相关 的 真菌 和 寄主 植物 组 织 提 取 物 发 生 交 叉 反 应 。 发 生 这 种 情况 的 原因 是 ,不 像 病毒 
有 典型 包装 蛋白 ,真菌 细胞 壁 更 为 复杂 ,更 重要 的 是 细胞 壁 外 含有 糖 蛋白 。 糖 蛋白 比 简 单 
的 化 合 物 具 有 更 强 的 免疫 原 性 。 这 些 在 免疫 原 上 的 重复 糖 类 抗原 决定 基 更 容易 与 B 细胞 
结合 。 然 而 ,很 多 真菌 糖 蛋白 的 抗原 决定 基 具 有 很 强 的 保守 性 ,可 能 属于 同一 属 甚 至 相近 
属 的 真菌 都 产生 相似 的 pAbs, 使 产生 的 抗体 不 具有 种 属 特异 性 。 实 际 上 ,目前 还 没有 发 现 
具有 真菌 种 间 特 异性 的 多 克隆 抗体 ,其 至 pAb 可 以 与 不 相关 属 或 植物 提取 物 发 生 交 叉 免 疫 
反应 。 但 最 近 的 DNA 重组 技术 的 发 展 可 能 提供 一 种 提高 pAb 特异 性 的 方法 ,而 不 是 采用 
能 降低 抗体 的 滴 度 的 交叉 吸收 法 或 其 他 更 不 方便 的 方法 。 

不 像 pAbs、mAbs 具有 更 高 的 特异 性 ,可 识别 单一 的 属 、 种 甚至 真菌 的 菌株 。 然 而 ,这 
也 会 随 着 真菌 的 变化 而 变化 。mAbs 对 单个 真菌 特异 性 的 明显 提高 已 被 应 用 到 共 免 疫 技 术 
当中 ,但 仍 需 进一步 地 研究 证 实 。 同 时 ,免疫 试验 前 精心 的 考虑 和 计划 仍 是 制备 特异 抗体 
和 发 挥 其 有 效 性 的 最 成 功 的 策略 。 要 精心 考虑 抗体 的 最 终 用 途 ,同样 的 问题 ,真菌 的 生物 
学 也 会 对 产生 抗体 产物 的 最 合适 的 免疫 原 产生 深远 的 影响 。 重 点 考虑 的 方面 可 能 是 ， 

(1) 应 用 抗体 基质 的 复杂 性 。 抗 体 是 用 于 死亡 组 织 、 植 物 细 胞 中 还 是 在 土壤 或 混合 肥 
料 中 的 研究 ? 

(2) 目标 抗原 是 在 自然 环境 中 表达 ,还 是 其 表达 要 受到 诱导 因子 的 控制 还 是 不 受 影响 ? 

(3) 目标 抗原 的 稳定 性 及 其 制 取 的 难 易 。 — 

(4) 抗原 的 分 布 。 它 是 在 胞 内 还 是 胞 外 ? 它 是 发 现 自 孢子 、 菌 丝 还 是 两 者 都 有 ? AN 
里 分 泌 的 ?是 在 正在 生长 的 菌 丝 的 顶端 还 是 沿 着 幼 嫩 和 成 熟 的 菌 丝 ”是 不 是 需要 特殊 的 ` 
时 期 ? 需 不 需要 区 分 菌 丝 及 其 他 分 化 的 细胞 (附着 胞 、 孢 子 、 子 实体 )? 

(5) 抗体 是 用 来 检测 ,量化 或 可 视 化 ? 

(6) 抗原 是 只 有 目标 物种 产生 ,还 是 有 大 量 相 关 及 不 相关 的 真菌 产生 ? 需 不 需要 区 分 
属 和 种 ? 


2.2 免疫 原 的 准备 


除了 一 小 部 分 研究 外 ,大 部 分 真菌 的 抗体 都 是 通过 用 “黑匣子 ”的 途径 获得 的 。 简 单 的 
冻 干 菌 丝 的 盐 溶液 提取 物 、 固 体 斜面 培养 基 的 表面 冲洗 物 或 者 整个 细胞 器 官 被 注射 到 动 
物 中 。 

由 于 高 浓度 的 具有 免疫 原 性 的 多 糖 及 糖 蛋白 的 存在 ,这 些 不 同 种 类 的 真菌 抗原 会 在 短 
时 间 内 引起 较 强 的 免疫 反应 。 此 条 途径 的 最 大 缺点 是 不 同 抗原 引起 免疫 性 会 发 生变 化 ,这 
也 导致 一 些 分 子 在 免疫 反应 中 占 主导 地 位 。 因 此 ,虽然 此 条 途径 对 制备 抗体 效率 极 高 ,但 
并 不 意味 着 能 产生 特异 的 多 克隆 抗 血 清 。 因 此 ,制备 纯 的 抗原 会 提高 获得 相对 特异 的 
pAbs 的 机 会 。 然 而 ,并 不 是 所 有 纯 的 抗原 都 能 引起 好 的 免疫 应 答 反 应 , 且 检 测 抗原 具有 免 
疫 原 性 ,更 不 用 说 用 注射 抗原 并 通过 血液 检测 抗体 产物 等 明显 的 经 验 检测 方法 了 。 另 外 ， 
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通过 这 种 方法 制 得 的 抗原 已 经 变性 ,因此 ,产生 的 抗体 可 能 不 能 结合 到 天 然 的 抗原 上 。 

对 不 同 真菌 抗原 制备 物产 生 免 疫 反应 的 强度 和 速度 以 及 为 杂 肿 瘤 筛 选 而 制造 大 量 的 
抗原 提取 物 的 能 力 使 得 它们 最 有 可 能 用 来 制备 单 克 隆 抗 体 。 然 而 在 杂交 瘤 细 胞 筛选 的 初 
期 ,种 特异 性 的 mAbs 的 鉴定 和 复原 仍 只 能 通过 高 效 严格 的 筛选 程序 才能 获得 。 

由 于 显微镜 下 可 见 , 像 分 生 孢 子 . 厚 垣 孢子 . 芽 管 . 吸 器 或 附着 胞 等 真菌 器 官 作为 抗原 
更 切实 一 些 。 这 些微 粒 抗原 比 可 溶性 的 分 子 具有 更 强 的 免疫 原 性 ,孢子 表面 的 抗原 决定 入 
也 可 能 在 芽 管 表面 存在 ,相同 的 抗原 决定 基 在 其 他 种 或 属 的 相似 结构 上 也 可 能 是 保守 的 。 
方案 1 介绍 了 一 些 丝 状 真菌 可 溶性 抗原 的 制备 方法 。 制 备 整 个 器 官 用 作 免 疫 要 更 复杂 ,而 
且 很 大 程度 上 决定 于 真菌 。 分 离 象 Erysiphe 和 Colletotrichum 兼 性 寄生 活体 营养 菌 专门 
器 官 (附着 胞 \ 侵 染 泡 、 胞 内 菌 丝 、 吸 器 ) 的 方法 将 在 别处 讲述 。 同 时 也 讲述 了 Phytophthora 
和 Pythium 的 游 动 抱 子 和 Plasmodiophora brassicae 休眠 孢子 的 制备 方法 。 


方案 1 免疫 抗原 的 准备 


设备 与 试剂 : 

l. 磷酸 盐 缓 冲 渡 (PBS) 80g NaCl, 2g KCl, 11. 5g NaH;PO,, 2g KH, PO, , 定 容 至 
1L。 此 缓冲 液 pH 为 7.2, 为 10X, 用 前 稀释 。 

2. Iml 移 液 枪 及 枪 头 。 

3. 接种 环 。 

4. 玻璃 棉 。 

9. 离心 管 。 

方法 与 步骤 : 

l. 菌 丝 表面 的 冲洗 

(1) 在 合适 硬度 的 琼脂 斜面 培养 基 上 接种 真菌 并 生长 。 

(2) 在 生长 旺盛 的 幼 嫩 菌 丝 上 滴 加 2ml PBS, 用 Im Je 3:424 35 3p 333 E 69 & d 

(3) 转移 含有 溶解 抗原 的 悬 浊 液 至 离心 管 ,1 200g 离心 10min 以 去 除 细胞 残片 。 

(4) 转移 提取 液 至 一 新 的 离心 管 ,如 果 需 要 可 加 入 佐 剂 ( 见 本 章 3.2 和 4.2 的 内 容 )。 

2. 菌 丝 及 培养 滤 出 液 的 冻 干 

(1) 接种 真菌 于 合适 的 液体 培养 基 中 培养 以 获得 菌 丝 培养 物 。 

(2) 玻璃 棉 过 滤 ,将 菌 丝 及 培养 滤 出 液 放 入 液 氮 中 迅速 闲 干 。 

(3) 若 长 时 间 保 存 可 用 塑料 瓶 封 好 闲 存 。 

(4) 免疫 前 ,重新 用 PBS 混合 ,1mg 固体 /ml PBS( 免 ) 或 10mg 固体 /ml PBSCE £0, 
要 时 可 加 佐 剂 。 

3. 丙酮 沉淀 

(1) 用 前 述 方 法 准备 冻 干 菌 丝 的 表面 洗涤 物 及 提取 物 , 与 丙酮 混合 使 丙酮 的 浓度 达到 
70% (V/V), 

(2) 4 温浴 过 夜 ,2 000g 离心 5min, 去 上 清 液 ,用 无 菌 水 重 悬 白色 沉淀 AT. 

G) 置 于 塑料 管 密封 后 可 于 冰箱 中 长 期 保存 。 

(4) 准备 0. 5mg/ml PBS 做 老鼠 免疫 ,如 需要 可 加 佐 剂 。 

4. 用 SDS-PAGE 纯化 抗原 或 经 电泳 转 至 膜 上 
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CD 用 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 分 离 样品 ,通过 染色 确定 并 割 取 相 应 条 带 。 避 免 过 度 染色 而 寻 
致 蛋白 质 在 胶 中 的 过 分 固定 。 

(2) 害 取 相应 紧 胶 条 带 并 用 去 离子 水 冲洗 胶 块 数 次 。 

(3) 对 于 家 免 , 凝 胶 块 可 通过 注射 器 针头 用 少量 的 PBS 穿插 数 次 而 与 蛋白 紧密 结合 。 
另外 也 可 将 冻 干 的 凝 胶 磨 成 粉末 ,并 加 入 一 定量 的 去 离子 水 。 样 品 可 立即 用 于 注射 。 

(4) 像 小 筷 这 样 的 小 动物 ,蛋白 则 需要 洗涤 并 通过 电泳 转 至 膜 上 。 

5. 真菌 孢子 的 收集 

(1) 用 平 亚 在 所 需 条 件 下 培养 真菌 以 诱导 产 孢 。 

(2) 每 个 平王 加 10—20ml PBS。 用 灭 菌 的 接种 环 刊 洗 孢 子 , 用 羊毛 纸 (glass wool 或 
Mira cloth) 过 小 孢子 悬浮 液 以 去 除 菌 丝 和 分 生 孢 子 等 。 

(3) 滤液 转移 至 离心 管 12 000g 离心 5min。 

(4) 弃 掉 上 清 液 并 用 PBS 重新 悬浮 孢子 ,充分 混合 并 重复 2 次 ;充分 洗涤 孢子 以 去 除 
与 菌 丝 相 结合 的 抗原 以 免 对 孢子 特异 性 抗体 产生 的 影响 。 

6. 调整 孢子 浓度 至 105 孢 子 /ml PBS, 


3 制备 多 克隆 抗 血 清 


3.1 物种 /菌株 的 选择 及 所 需 动物 的 数量 


虽然 有 大 量 的 峭 椎 动物 可 用 作 多 克隆 抗体 的 制备 ,但 最 常用 于 真菌 研究 的 动物 是 锡 。 
其 原因 很 多 ,如 兔子 容易 喂养 和 操作 ,安全 且 可 重复 放血 ,用 免 制 备 的 抗体 容易 辨别 和 纯 
化 。 兔 子 每 次 注射 不 需要 大 量 的 免疫 原 就 可 以 产生 适量 高 质量 的 抗 血 清 。 用 于 制备 抗 血 
清 的 兔子 是 远 系 繁殖 的 , 跟 近 亲 繁 殖 的 老鼠 相 比 ,其 具有 更 宽 范 围 的 class 卫 蛋白 和 其 他 免 
疫 应 答 反 应 蛋白 。 即 使 在 遗传 上 相同 的 动物 如 BALB/c 老鼠 (制备 mAb 所 选择 的 宿主 )， 
同一 种 抗原 也 会 释放 出 不 同 的 抗体 。 这 些 区 别 在 兔子 上 被 放大 了 。 因 此 ,如 果 能 得 到 大 量 
的 抗原 ,同一 个 免疫 反应 则 需要 好 几 只 兔子 , 且 每 只 兔子 需 分 别 制备 抗 血清 。 


3.2 ”免疫 过 程 . 通 过 放血 确定 免疫 反应 及 后 续 操 作 


一 个 好 的 抗原 除了 上 述 条 件 以 外 还 需要 三 个 条 件 ,动物 对 抗原 的 免疫 反应 还 依赖 于 一 
些 另外 的 因子 ,这 包括 剂量 注射 的 程序 和 优 剂 的 应 用 。 对 于 用 兔子 制备 的 pAb, 每 次 注射 
需要 50—1 000pg 蛋白 。 这 个 数字 适用 于 可 溶性 蛋白 ( 酶 ) ,微粒 蛋白 (结构 蛋白 ) ,不 溶性 蛋 
白 ( 免 疫 纯化 的 串 状 蛋白 ) , 糖 类 ( 糖 蛋白 ) 和 核 苷 酸 结合 的 运输 蛋白 。 用 真菌 抗原 制备 
pAb, 最 合适 的 是 皮下 注射 ,注射 剂 可 为 微粒 蛋白 和 (或 ) 优 剂 。 优 剂 是 免疫 反应 的 非特 异性 
的 刺激 物 。 佐 剂 的 使 用 可 以 稳固 抗体 反应 ,是 能 否 引 起 免疫 反应 的 决定 性 因子 。 因 此 , 当 
使 用 可 溶性 抗原 或 只 有 少量 免疫 原 时 应 该 用 估 剂 。 对 于 固体 或 像 孢 子 这 样 的 器 官 , 则 佐 剂 
并 不 是 必需 的 。 最 常用 的 佐 剂 是 Freund 优 剂 ,包括 完全 Freund 佐 剂 (CFA) 和 非 完 全 Fre- 
und 佐 剂 (IFA) 。 如 果 能 得 到 大 量 的 免疫 原 或 已 知 抗原 具有 很 高 的 免疫 原 性 , 则 应 用 少量 
的 佐 剂 ,比如 皂 角 苷 QuilA(Superfos a/s, FÆ) ,每 剂 25ug. 

应 在 兔子 背部 进行 多 次 皮下 注射 。 每 个 免疫 反应 ,每 只 兔子 应 在 10 个 部 位 注射 含有 或 
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不 含 佐 剂 的 800pl 抗原 。 多 克隆 抗体 通过 传统 方法 在 兔子 上 重复 接种 同一 种 抗原 而 获得 ， 
但 现在 已 不 受 欢 迎 。 对 于 真菌 抗原 ,典型 的 免疫 反应 包括 两 次 注射 ,间隔 4 一 6 周 , 最 终 放 
血 。 注 射 后 ,血清 样本 就 可 用 于 检测 。 检 测 血样 需 注射 7 一 14 天 后 进行 ,这 与 皮下 注射 抗体 
滴定 所 出 现 的 峰 相 一 致 。 采 自 耳 缘 静 脉 的 检测 血样 应 用 与 检测 抗体 的 ELISA 相 类 似 的 技 
术 检 测 ( 见 本 章 方案 40 。 来 自 于 不 同 兔子 的 血清 应 与 其 他 滴定 检测 的 血样 进行 比较 ,以 确 
定 抗体 反应 的 强度 ( 见 本 章 3. 4) 。 


3.3 ”血清 的 准备 .纯化 .保存 


采血 后 ,血样 应 该 放 在 4 凝固 和 沉积 ,在 这 期 间 , 应 插入 玻璃 毛细 管 以 阻止 凝 块 粘 到 
收集 管 的 表面 。 仔 细 收 集 管子 中 的 血清 ,4C 3 000g 离心 5min 去 除 不 溶性 物质 。 血 清 放 在 
Eppendorf 管 中 一 20C 保 存 。 血 清 冻 存 后 可 保持 数 年 。 如 果 血 清 马上 冻结 , 则 不 需 加 其 他 
防腐 剂 。 然 而 如 果 血 清 放 在 4YC 或 解冻 ,应 加 入 0.02% 释 氮 化 钠 (NaN;)。 血 清 不 能 重复 冻 
融 。 因 此 ,一 旦 解冻 ,样品 应 放 在 4C 。 如 除去 秋 氨 化 钠 , 可 用 合适 的 缓冲 液 如 PBS 进行 
透析 。 

在 纯化 多 克隆 抗 血清 时 最 常用 的 方法 是 硫酸 铵 沉降 法 。 然 而 只 用 此 方法 不 能 得 到 纯 
的 抗体 ,因为 抗体 会 被 分 子 质量 大 的 蛋白 污染 。 相 反 , 温 和 的 酸性 条 件 下 加 入 像 辛 酸 之 类 
短 链 脂 肪 酸 , 可 沉淀 除 IgG 之 外 的 大 多 数 血 清 蛋白 。 继 硫酸 铵 沉淀 法 之 后 的 辛酸 沉淀 法 提 
供 了 一 种 简单 且 高 效 的 准备 相对 较 纯 的 抗体 的 方法 。 方 案 2 提供 了 一 种 联合 沉淀 方法 。 


方案 2 用 辛酸 和 硫酸 铵 沉淀 法 纯化 抗体 


设备 与 试剂 : 

1. € MWCO 12—14kDa, 

2. 60mmol/L 乙酸 钠 缓冲 液 (pPH4.0) 18. 0ml 60mmol/L NaOAc,82. 0ml 60mmol/L 
HOAc, 

3. PBS, 

4. TER On FEED 游离 酸 溶液 (free acid solution, Sigma, 2875), 

方法 与 步骤 : 

l. 测量 血清 的 体积 (原始 体积 )。 不 要 一 次 全 部 用 掉 血 清 。 一般 10ml 即 可 ,但 要 视 情 
况 而 定 。 将 血清 转移 至 一 干净 烧杯 ,加 入 一 个 磁 棒 , 置 于 室温 下 的 磁力 搅拌 器 上 ， 

2. 加 入 2 倍 体积 的 60mmol/L 乙酸 钠 缓冲 液 。 检 测 pH, 调 至 4. 8。 

3. 缓慢 逐 滴 地 加 入 辛酸 ,室温 下 捞 拌 30min。 所 加 辛酸 的 量 由 抗 血清 的 量 决定 。 对 于 
免 血清 , 每 10ml 原液 加 入 0.75ml, 羊 血清 每 10ml 原液 加 入 0. 7ml, 息 血清 每 10ml 原液 加 
入 0. 4ml。 将 会 形成 白色 沉淀 。 

4. 5 000g 离心 10min。 小 心 倒 出 并 保存 上 清 液 。 离 心 后 如 上 清 液 也 仍 含有 悬浮 物 , 可 
用 玻璃 棉 ( 羊 毛 纸 ) 过 滤 。 

9. 转移 上 清 液 至 层 析 管 用 PBS 4C 层 析 过 夜 。 

6. 转移 层 析 过 的 上 清 液 转 移 至 一 新 的 烧杯 中 ,加 入 磁 棒 , 放 在 4 和 的 磁力 搅拌 器 上 OH. 
拌 抗体 溶液 的 过 程 中 , 慢 慢 加 入 饱和 的 硫酸 铵 溶液 至 终 浓度 为 原来 的 一 半 。 继 续 在 4C 搅 
拌 6h 或 过 夜 。 白 色 沉 淀 将 形成 。 
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7. 3 000g 离心 沉淀 30min, 

8. 小 心 弃 去 上 清 液 , 吸 干 并 用 0. 3~0. 5 倍 原始 体积 的 PBS 悬浮 沉淀 。 转 移 抗 体 溶液 
ZEMER 3 次 过 夜 ,使 透析 过 程 中 有 充足 的 空间 进行 扩散 。 

9. 转移 抗体 溶液 并 离心 以 去 除 残留 的 碎片 ,用 0.02%(W/V) 司 氨 化 钠 保 存 抗 血清 。 


3.4 沉 度 的 确定 


微 滴 定 培养 板 ,包括 缓冲 液 和 清洁 剂 。 

缓冲 液 的 类 型 及 pH, 微 滴定 管 的 材质 及 清洁 剂 的 使 用 都 会 对 固体 支持 的 免疫 反应 产 
生 较 大 的 影响 。 如 果 对 抗原 一 无 所 知 或 知之 甚 少 ,用 间接 ELISA(PTA-ELISA) 分 析 时 , 微 
滴定 管 固定 时 最 合适 的 缓冲 液 是 PBSCpH7. 0, 见 本 章 方案 1) 。 这 也 许 是 动物 接种 表面 洗 
涤 物 培养 过 滤 物 或 冻 干 菌 丝 提取 物 等 含有 不 同 种 类 的 抗原 时 的 常见 情形 。 准 备 的 样品 中 
含有 高 浓度 的 具有 免疫 原 性 的 糖 蛋白 时 , 则 ELISA 过 程 中 使 用 的 微 滴定 管 具有 较 高 的 结合 
糖 蛋 白 的 能 力 。 像 排 管 等 用 于 特殊 目的 微 滴定 管 则 不 适用 于 此 目的 。 对 于 纯化 的 蛋白 或 
割 自 PAGE 胶 上 的 蛋白 质 条 带 ,最 合适 的 缓冲 液 是 重 碳酸 盐 (pH9. 6, 见 本 章 方 案 3)。 用 间 
接 ELISA 分 析 及 用 微 滴定 管 结合 蛋白 时 ,如 果 重 碳酸 盐 缓冲 液 中 含有 PBS, 真菌 蛋白 质 的 
固定 达到 最 好 的 效果 ( 见 本 章 方案 3) 。 在 固定 过 程 中 ,如 果 抗 原 提 取 物 中 含有 洗涤 剂 则 会 
协助 或 阻止 真菌 抗原 结合 到 管 壁 上。 因此 , 洗 潍 剂 的 有 无 对 间接 ELISA 来 说 是 至 关 重 要 
的 。 相 反 , 漂 洗 或 稀释 缓冲 液 中 的 洗涤 剂 对 初级 或 次 级 抗体 酶 的 结合 物 结合 到 塑料 表面 是 
必要 的 。 

对 任 一 抗原 -抗体 的 相互 作用 过 程 进 行 优化 ,可 通过 在 酶 联 和 免疫 检测 中 测 到 其 最 大 吸光 
度 来 进行 。 这 适用 于 本 章 方 案 3 的 间接 ELISA 和 方案 10 的 双 抗 ELISA (DAS ELISA)， 
在 两 种 分 析 方 法 中 ,我 们 可 以 假定 我 们 所 处 理 的 是 抗体 过 量 的 情况 ,也 就 是 说 ,将 兔 pAb 或 
表面 的 杂种 瘤 稀释 1 000 倍 ( 见 本 章 4. 6)。 在 这 种 情况 下 ,抗原 过 量 可 能 导致 不 适合 于 抗 
体 -抗原 相互 作用 。 


方案 3 用 ELISA 测定 pAb 的 滴 度 和 检验 上 清 液 中 的 mAb 


设备 与 试剂 : 

1. 微 孔 培养 板 ( 每 排 12 孔 )、 多孔 架 或 平底 盘 。 

2. 体积 可 调 的 (50 一 100p1) 多 通道 移 液 枪 。 

3. PBST 10XPBS 含有 0. 0594 (V/V) Tween 20, 用 前 稀释 。 

4. 重 碳酸 盐 缓 冲 液 ”每 升水 中 含 1.59g NazCO: 和 2. 9g NaHCO; ,pH9. 6. 

9. 封闭 液 PBS 中 含有 小 牛 血 清 蛋 白 (BSA, Sigma A 7030) 或 酷 蛋 白 (BDH 
440164R) 。 

6. 带 有 450nm 滤 光 器 的 酶 标 仪 (MRX-I ,Dynex Technologies). 

7. 山羊 抗 免 免 疫 球 蛋白 IgG 或 山羊 抗 鼠 多 价 (IgG、IgA、IgM) 过 氧化 物 结合 物 (Sigma 
A6154 和 A0412). | 

8. 过 氧化 物 底 物 缓冲 液 ”5ml HO, 5ml 0. 2mol/L &E8 45,1955] 0. 2mol/L 柠 榜 酸 ， 
9pl 3096 H20;, 

9. 过 氧化 物 底 物 溶液 lOmg 3,3 ,5,5 -4 P X 3] — SE CX (TMB, Sigma D5879) 3 
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于 lml 二 甲 基 亚 硕 (DMSO,Sigam D5879)。 分 装 后 放 于 冰箱 中 保存 。DMSO 4'C 结 冰 ， 解 
冻 加 入 100yl 底 物 缓冲 液 。 

10. 底 物 反应 终止 液 3mol/L HSO, 。 

方法 与 步骤 : 

1. 在 斜面 培养 基 上 培养 真菌 并 用 PBS 或 碳酸 氮 盐 缓冲 液 ( 见 本 章 方案 1) 准 备 表 面 冲 
洗 物 。 

2. 用 PBS 或 碳酸 氢 盐 缓冲 液 将 冲洗 物 稀释 10 倍 , 移 取 504] 至 微 孔 板 。 轻 轻 敲 打 确 保 
均匀 分 布 。 放 进 塑 料 袋 中 并 封口 ,4 温浴 过 夜 或 37C1h。 

3. 颠倒 培养 板 使 加 入 的 PBST 至 孔 边 缘 , 用 手轻 忆 痉 去 水 分 ,放置 5min。 用 PBST £. 
复 洗 两 次 ,再 分 别 用 PBS 和 水 各 洗 1 次 ,在 每 次 洗 后 都 静 置 5min。 弃 去 水 分 ,在 室温 23C 
士 2 人 的 超 净 工作 台 上 吹 干 或 用 ELISA 继续 下 面 步骤 。 干 燥 的 培养 板 可 在 封 好 的 塑料 袋 中 
4 保存 数 月 。 

4. 一 旦 培养 板 用 100pl 封闭 液 封闭 后 ,继续 下 面 初始 抗体 的 培养 步骤 : 

(D) 对 于 pAb 滴 度 的 测定 ,在 孔 2 至 12 加 入 50p1 的 PBST。 孔 1 加 入 100pl PBST 稀 
释 的 血清 。 对 照 孔 加 入 相同 稀释 倍数 的 预 免 疫 的 血清 或 商业 免 血 清 。 从 孔 1 移 取 50pl 到 
孔 2, 用 移 液 枪 充分 混 匀 ,避免 起 泡 。 重 复 3 次 ,从 孔 2 移 取 504] 至 孔 3。 重 复 此 操作 直至 
孔 11。 孔 11 混合 好 后 , 移 取 50u1 并 弃 挤 , 孔 12 RA PBST. 

(2) 要 测试 mAbs, 每 孔 加 入 50pl 杂交 瘤 上 清 液 。 对 照 加 等 体积 的 无 mAb 的 组 织 培养 
液 或 不 与 已 知 真菌 反应 的 mAb E, 

将 徽 孔 培养 板 放 于 塑料 袋 中 封 好 ,室温 放置 lh, 

5. 通过 颠倒 和 轻 忆 并 用 PBST 冲洗 4 次 (3min 一 次 ) 以 转移 pAb 和 mAb, 

6. 用 PBST 准备 稀释 1 000 倍 的 次 级 抗 老鼠 或 山羊 过 氧化 物 酶 结合 物 , 每 孔 架 50pl1， 
ATAARE PHH, EAA lh. 

7. 用 PBST 洗 培养 板 3 次 ,再 用 PBS 洗 一 次 ,每 孔 加 入 50ul 底 物 溶液 并 放 在 密封 好 的 
WHR P ERA 30min, 每 孔 加 入 509] 的 终止 液 以 终止 蓝 色 反应 ,溶液 将 变 黄 。 

8. 在 450nm 测 吸 光度 。 


4 ”制备 单 克隆 抗体 


4.1 建立 一 套 “ 组 织 培养 设备 ” 


成 功 地 建立 一 套 组 织 培养 设施 的 必要 的 条 件 就 是 清洁 设备 或 装备 应 只 用 来 组 织 培养 。 
下 面 是 所 需 的 基础 装备 : 

(D 一 台 37'C CO, 培 养 箱 。 

(2) 一 台 装 有 过 滤 和 紫外 线装 置 等 的 工作 台 。 

(3) 倒置 显微镜 。 

(4) WAE. 

(5) 移 液 器 。 

(6) 离心 机 。 
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4.2 免疫 过 程 .免疫 应 答 和 滴定 测定 


免疫 原 的 用 量 、 免 疫 的 频率 及 免疫 程序 在 兔子 中 会 随 所 使 用 的 抗 血 清 的 量 的 不 同 而 变 
化 ,从 而 影响 杂交 瘤 的 产物 ( 见 本 章 3. 2) ,但 通过 PTA-ELISA 检测 免疫 反应 的 程序 仍 是 相 
同 的 。 虽 然 在 某 些 情况 下 老鼠 也 会 用 于 真菌 杂交 瘤 细 胞 制备 ,但 最 常用 的 物种 还 是 母 鼠 
BALB/c。 比 如 ,使 用 家 鼠 和 田鼠 种 特异 性 的 mAbs 的 混合 物 并 通过 ELISA 或 IF( 见 本 章 
方案 5) 可 视 化 分 析 已 研究 了 真菌 相互 关联 的 种 群 。 将 抗原 引入 到 老鼠 中 的 最 常用 的 方法 
是 腹膜 注射 。 由 于 腹腔 有 较 大 体积 ,因而 腹腔 注射 要 比 其 他 部 位 能 更 好 地 扩 增 免疫 原 。 另 
外 ,此 种 方法 不 直接 将 抗原 注射 到 血液 系统 中 ,因而 特别 适用 于 像 孢 子 、 菌 丝 片 段 等 抗原 的 
应 用 。 抗 原 应 用 250 一 300pl 的 PBS 稀释 ,含有 50—200pg 蛋白 。 对 于 制备 兔 pAb, 初 次 注 
射 应 要 有 佐 剂 ,如 每 剂 10pg 的 Quil A。 老 鼠 应 隔 周 免疫 一 次 ( 含 估 剂 更 好 ) ,注射 3 一 4 次 
后 ,应 从 尾部 静脉 取 血 进行 验 血 , 并 用 ELISA 进行 滴定 检测 ( 见 本 章 方案 3) 。 如 果 老 鼠 反 
应 效果 不 错 的 话 , 还 要 进行 一 次 最 后 加 强 注 射 ,3 天 后 将 会 融合 ( 见 本 章 4. 3)。 由 于 真菌 准 
备 物 固 有 的 免疫 原 性 的 区 别 , 杂 交 瘤 生成 的 时 间 也 会 不 同 。 而 在 通常 情况 下 ,初次 免疫 到 
融合 形成 大 约 需 要 2 个 月 。 


4.3 ”有 鼠 科 杂交 瘤 的 制作 


方案 4 讲述 一 只 免疫 鼠 杂 种 瘤 的 制作 方法 ,用 以 融合 骨髓 瘤 和 脾 细胞 。 此 方法 曾 被 广 
泛 应 用 ,并 成 功 制 取 很 多 真菌 抗原 的 mAbs。 


方案 4 通过 也 细胞 -骨骸 瘤 细 胞 融合 制 取 鼠 科 杂 种 瘤 细胞 


设备 与 试剂 : 
1. Xi 10ml 吸 液 管 。 

2. 灭 菌 30ml 普通 塑料 管 。 

3. 灭 菌 10ml AK X s E, 

4. X Àj 96 孔 板 。 

9. 100ul— 1ml 移 液 枪 及 灭 菌 枪 头 。 

6. 体积 可 调 (50 一 100Hpl) 的 多 通道 移 液 枪 及 灭 菌 枪 头 。 

7. XE 8.3] 72 44 3, 

8. 青霉素 链 霉 素 溶液 0. 5g FEF 0.3g dE EUR T 5ml 无 菌 水 中 过 滤 除 菌 , 用 
1. Sml 离心 管 分 装 , 每 管 100pl1, 冻 存 。 

9. 元 - 谷 氨 酸 溶液 ” 灭 菌 200mmol/L 的 L- 谷 氨 酸 溶液 ,用 1. 5ml 离心 管 每 管 1ml 分 装 
冻 存 。 

10，20% 组 织 培养 基 (20%TCM) RPMI 1640 培养 基 , 含 20% 小 牛 抗 血清 ,每 100ml 
培养 基 里 面 加 入 100kl pen-strep 溶液 和 lml 200mmol/L 的 L- 谷 氨 酸 溶液 。 用 前 37C 
温浴 。 

ll. 转 头 可 更 换 的 离心 机 。 

12. SP2/0-Ag-14 fH ji m RE, 

13. RPMI 1640 无 血清 培养 基 ,， 温 浴 至 37'C, 
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14. RE L—BRX  3396PEG 溶液 ,可 将 PEG 加 热 至 65'C ,然后 加 入 0. 2ml 已 加 入 
0. 4ml RPMI 1640 无 血清 培养 基 。 置 于 37'C 备 用 。 

15. HAZA 选择 培养 基 95m AA HAZA 的 20% TCM, 可 由 YY 射线 照射 的 冻 干粉 
末 配 制 。 配 成 10ml ÈA, LA 2. 85X10% mol/L 的 重 氨 丝氨酸 和 5X103mol/L 的 次 
RFA. LA 50X 原 液 ,用 前 稀释 至 工作 液 浓度 。 

方法 与 步骤 : 

l. 用 血球 计 确 定 骨 竺 瘤 细 胞 的 浓度 , 取 用 处 于 指数 生长 期 的 细胞 ,细胞 总 数 要 达到 
107 /ml, 

2. 取 一 装 有 10ml 温暖 的 20% TCM 的 30ml 3& 383f&, € 43 3-25 9o 89 A I] , 

3. 用 CO? 杀 死 免疫 老鼠 ,并 用 700588 ORREZ., IESULAE OPERE €. X 
9 654 $3] 7239] —d3 a EC P eibi S] eng A, 

4. 将 脾脏 放 在 含有 15ml 204 TCM 的 9cm 培养 严 中 ,用 无 菌 注射 针头 打开 脾脏 ,转移 
细胞 悬浮 液 至 一 无 菌 的 50ml 试管 中 。 

5. 将 10 个 骨 村 瘤 细 胞 转移 到 50ml 离心 管 中 。 将 脾脏 细胞 转移 至 一 新 的 离心 管 中 ， 
250g 离心 5min。 

6. 倒 挤 上 清 液 ,用 2. 5ml 无 血清 的 RPM 培养 基 重 悬 沉 淀 ,合并 两 种 细胞 并 混合 ,用 一 
AHH 10ml 圆 底 管 250g 离心 5min, 

7. 吹 干 沉淀 并 加 入 0. 3ml 33% PEG 溶液 放置 6min,500g 离心 1min, 

8. 轻 轻 吸 走 PEG 并 用 5ml 无 血清 的 培养 基 重 是 沉淀 。 慢 慢 加 入 培养 基 以 防 破 坏 细胞 
的 融合 。 用 95ml HAZA 选择 培养 基 稀 释 5ml 融合 产物 ,将 稀释 产物 以 每 孔 1005] 加 到 10 
个 96 孔 板 中 ,并 放 在 培养 箱 中 。 

9. 定期 检查 细胞 。3 一 4 天 之 内 不 会 出 现 选 择 细胞 。 

(1) 第 1 天 融合 。 

(2) 第 2.3 天 淋巴 细胞 死亡 ,SP2 细胞 发 亮 。 

(3) 第 4,5 X SP2 细胞 死亡 。 

(4) 第 6.7 天 杂种 痛 细 胞 开始 出 现 , 此 时 ,培养 板 的 每 孔 应 再 加 入 等 体积 (100p1)20% 
的 TCM. 

(5) 第 9 天 检查 含有 细胞 的 细胞 板 上 的 小 孔 。 用 ELISA 分 析 上 清 液 ,也 可 通过 倒置 显 
徽 镜 在 10X 目镜 下 检查 1/3 视野 中 的 克隆 数目 。 


4.4 杂种 瘤 细 胞 的 饰 选 过 程 


长 久 以 来 ,由 IgG 级 或 亚 类 免疫 球 蛋 白 产生 的 mAbs 被 认为 是 最 理想 的 抗体 。 之 所 以 
如 此 ,原因 很 多 ,最 重要 的 原因 是 免疫 球 蛋白 (IgG) 的 单 克 隆 抗 体 (mAbs) 可 以 与 蛋白 A 强 
有 力 地 结合 ,从 而 可 直接 与 酶 和 荧光 染色 的 染色 体 结合 而 易于 纯化 。 长 久 以 来 IgG mAbs 
被 认 为 有 很 强 的 特异 性 , 而 众多 研究 表明 , 对 于 真菌 抗体 产物 , 情形 并 没有 这 人 么 简单 。 与 
IgG mAbs 相 比 ,一 些 IgA 和 IgM 级 的 免疫 球 蛋白 对 真菌 抗原 不 仅 有 较 高 的 特异 人 性, 而且 
在 某 些 情 况 下 由 于 其 增高 的 效 价 可 提高 测量 分 析 的 灵敏 度 。IgM 抗体 是 五 聚 物 , 与 其 他 两 
个 单 体 的 IgG HE, CA 10 个 抗体 结合 位 点 。 抗 体 识别 同 种 分 子 的 不 同 抗原 决定 基 是 额 
外 的 收获 ,对 于 真菌 糖 蛋白 而 言 , 可 能 结合 到 同 种 结构 的 糖 或 蛋白 部 分 上 。 能 结合 到 相同 
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抗体 的 不 同 抗 原 决 定 基 的 Ig 蛋白 的 获得 可 以 使 操作 者 在 设计 不 同 的 实验 时 具有 更 大 的 灵 
活性 。 如 果 在 一 系列 实验 式 中 表现 很 好 的 话 , 则 可 显著 提高 抗体 的 有 用 性 。 

在 任何 抗体 的 筛选 过 程 中 ,最 重要 的 是 要 确定 杂种 瘤 是 否 分 刻 针 对 于 目标 抗原 的 单 克 
隆 抗 体 。 融 合 后 ,杂交 瘤 细胞 在 96 孔 板 中 稀释 到 100p1( 见 方案 4)。 大 约 1 周 后 , 换 用 
10041 新鲜 的 20% 的 TCM 培养 细胞 。 从 第 9 天 起 先前 的 细胞 就 可 用 于 筛选 。 蒸 发 后 加 入 
至 少 50u] TCM 沐浴 细胞 (不 要 上 晾 干 细胞 ) ,初级 筛选 的 抗体 悬浮 液 至 少 50p1。 由 单个 融合 
细胞 产生 的 大 量 的 杂交 瘤 ( 通 常 300, 高 时 可 达 1 000) 意 味 着 PTA-ELISA 方法 最 适合 用 初 
级 筛选 。 当 在 微 滴定 管 发 生 免 疫 反 应 时 ,通过 ELISA 方法 单 克隆 抗体 可 强烈 识别 抗原 ,但 
这 不 意味 着 整个 细胞 免疫 荧光 过 程 中 都 如 此 。 方 法 中 的 差异 常 源 于 多 价 结合 。 同 样 地 ,一 
种 方法 中 无 法 觉察 的 交叉 反应 则 会 在 另 一 反应 中 主宰 试验 的 结果 。 因 此 ,如 果 抗 体 最 终 是 
用 于 荧光 免疫 检测 ,一 旦 用 ELISA 方法 鉴定 得 到 潜在 的 候选 株 , 则 次 级 筛选 要 基于 荧光 免 
疫 反 应 。 如 果 用 PTA-ELISA 进行 筛选 , 则 可 用 方案 3 中 介绍 的 方法 。 用 免疫 荧光 方法 筛 
选单 克隆 抗体 的 方法 见方 案 5。 


方案 5 荧光 免疫 检测 


设备 与 试剂 : 

1. 照相 底片 。 

2. 固定 剂 ”乙醇 / 氨 仿 /3%% 多 聚 甲 醛 溶液 (6 73: 1, 体 积 比 )。 多 聚 甲醛 溶液 的 准备 : 
将 2.0g 多 聚 甲醛 固体 粉末 溶 于 20ml KP , 4638 PU P 29 3& E 60—65'C Bed] 10% 的 溶液 ， 
加 入 数 滴 1mol/L 的 NaOH 直至 溶液 澄清 。 冷 却 后 与 PBS 混合 以 配制 3%% 溶 液 。 

3. Teflon 包 被 的 玻璃 片 和 盖 玻 片 。 

. RA 495nm 和 525nm 滤 光 片 的 紫外 荧光 显微镜 。 

95% 甲醇 溶液 。 

. HAA., 

. 山羊 抗 老鼠 多 价 (IgG IgA、IgM)、 异 硫 氛 酸 盐 荧光 素 (FITC) 或 山羊 抗 免 (IgG) 
FITC。 

8. PBS 和 PBST. 

方法 与 步骤 : 

l. 高 压 灭 菌 Teflon 包 被 的 玻璃 片 , 并 将 玻 片 放 在 含有 琼脂 的 9cm 平板 中 。 移 去 每 孔 
表面 的 琼脂 ,在 合适 条 件 培养 琼脂 与 真菌 。 待 真菌 长 满 玻 璃 片 后 ,小 心 除去 其 余 的 琼脂 并 
在 室温 下 充分 风干 玻璃 片 。 

2. 把 风干 的 玻璃 片 放 在 国定 液 中 国定 3min, 95% P BEI P 4min, 然 后 在 水 中 漂洗 一 
下 ,室温 风干 。 

3. 将 玻璃 片 放 在 塑料 托盘 中 并 用 湿 的 吸水 纸 保 温 。 在 每 孔 中 加 入 mAb 上 清 液 或 PBS 
稀释 的 PAb。 对 照 用 TCM 或 预 免 疫 的 血清 。 封 好 托盘 以 防 蒸发 室温 下 温浴 30min 到 Th, 

4. 用 PBS 洗 玻璃 片 3 次 ,每 次 Smin 并 用 吸水 纸 尽 量 吸 掉 每 孔 的 w lY 加 
入 稀释 40 倍 的 抗 免 或 抗 鼠 复合 物 到 每 孔 中 , 放 回 密封 的 托盘 中 在 黑暗 中 室温 温浴 30min, 

5 重复 4 用 PBS 洗 玻 璃 片 并 风干 。 滴 一 一 滴 封 国 剂 到 玻 片 上 加 盖 盖 玻璃 片 。 把 封 国 的 
玻璃 片 放 在 平板 中 ,用 锡 箔 纸 封 好 平板 以 防止 FITC 的 漂白 。 置 于 4"C ,紫外 光 下 检查 。 
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4.5 亚 死 隆 . 扩 增 、 杂 交 瘤 的 常规 培养 


由 于 染 种 瘤 细胞 具有 其 双亲 的 特性 ,在 体外 它 将 会 不 确定 地 繁殖 。 因 此 ,融合 板 中 的 
细胞 可 能 来 自 于 分 泌 不 同 mAb 的 不 同 细 胞 。 因 此 为 了 分 离 混 合 细胞 , 较 早 地 亚 克 隆 细胞 
至 关 重 要 。 亚 克隆 也 可 以 排除 其 他 不 分 泌 而 掩盖 分 泌 抗 体 细胞 的 细胞 。 


方案 6 MAERA EHE 


设备 与 试剂 : 

. 无 菌 的 30ml 塑料 普通 试管 (Greiner,201170)。 

. 无 菌 的 96 孔 多 孔 型 培养 板 (Becton Dickinson, 3027) , 
. Iml 和 100yl 的 移 液 管 (Gilson) 及 无 菌 的 枪 头 。 

. 无 菌 的 移 液 管 (Becton Dickinson,7551) 。 

. 可 变量 程 (50 一 100p1) 多 通道 移 液 管 (Anachem)。 

. 涡 旋 混合 器 ,37 亿 的 20%TCM。 

方法 与 步骤 : 

l. 向 4 只 普通 试管 中 分 别 移 液 5ml,10ml、4m] 和 4. 5ml 预 热 的 20%TCM, 并 分 别 标 记 
3j B.C,D d E, 

2. 移 取 50pl de 3E JS fae GR €. B GATES I XEULA SB XR, 

注意 :大 多 数 杂 交 瘤 细胞 系 在 多 孔 型 培养 板 或 培养 板 的 表面 生长 。 为 使 细胞 悬 液 中 含 
有 足够 浓度 的 细胞 ,首先 应 使 用 移 液 器 轻柔 吹 动 水 浴 的 杂交 痛 细 胞 悬 液 ,在 操作 时 ,还 应 注 
意 不 要 将 氧气 吹 入 培养 液 中 。 

3. 从 试管 B 中 移 取 10001 FRERE CH, ARA., 

4. 从 试管 C PBR Iml 和 0.5ml 悬 液 分 别 加 入 试管 D 和 正中 ,然后 混 习 。 

5. 使 用 多 通道 移 液 器 从 试管 也 中 移 取 10001 稀释 的 细胞 悬 液 至 96 孔 多 孔 型 培养 板 的 各 个 
孔 中 。 当 96 孔 培 养 板 半 数 的 孔 (大 约 5ml) 加 满 后 , 移 取 10001 试管 C 中 的 稀释 的 细胞 悬 液 ( 剩 下 
的 5ml 是 过 多 的 ) 加 到 剩 下 的 另 一 半 孔 中 。 对 于 第 二 块 培养 板 的 孔 , 用 来 分 散 来 自 试管 D 和 正中 
的 细胞 黎 释 悬浮 液 。 分 别 将 每 块 培养 板 的 一 半 标 记 为 B.C.D 和 下 上 。 在 显微镜 下 检查 各 和 孔 。 

6. 将 2 块 培养 板 转移 到 CO; 培养 箱 中 。 培 养 5 天 后 ,每 孔 加 入 10041 新 鲜 的 20% 
TCM, 再 培养 24h 后 ,检测 各 和 孔 的 细胞 克隆 ,并 用 “十 ? 字 标 记 。 在 接 下 来 的 几 天 中 要 继续 检 
测 孔 中 生长 较 慢 的 细胞 。 

7. 当 准 备 筛选 时 ,细胞 悬 液 应 该 使 用 免疫 检测 法 如 ELISA 来 检测 。 

杂交 瘤 的 固有 无 限 繁 殖 的 能 力 意味 着 它们 需要 规则 地 再 次 培养 到 新 鲜 的 TCM 中 ,以 防 
止 细 胞 过 于 拥挤 、 营 养 成 分 的 损耗 以 及 TCM 变 黄 时 显示 的 酸度 增加 而 使 细胞 死亡 。 两 个 特 
性 使 得 培养 杂交 瘤 细 胞 变 得 简单 ,第 一 是 杂交 瘤 细 胞 不 贴 壁 ,第 二 是 它们 不 产生 具有 毒害 作用 
的 副 产 物 。 因 此 ,可 简单 地 通过 使 用 移 液 器 将 细胞 悬 液 转移 到 新 鲜 的 培养 液 补 足 营 养 。 

再 次 培养 的 第 一 阶段 是 扩 增 选择 的 杂交 瘤 细 胞 ,这 些 细胞 是 从 96 孔 多 孔 型 培养 板 经 过 
融合 和 初步 第 选 后 选择 出 的 。 然 后 通过 转移 到 体积 一 直 增 加 的 TCM 中 扩 增 细胞 克隆 , 直 
到 细胞 可 以 规则 地 在 Petri 培养 板 中 培养 来 冷冻 或 在 培养 瓶 中 培养 用 来 大 规模 收集 上 清 液 
中 的 抗体 产物 。 在 扩 增 过 程 中 ,FBS 在 TCM 中 所 占 体 积 的 百分比 逐渐 地 从 25 听 经 过 1094 
降 到 5 入 ,在 有 些 情况 下 甚至 还 要 低 。 除 此 之 外 ,再 次 培养 时 细胞 悬 液 添加 到 新 鲜 TCM 的 
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比例 可 以 根据 每 个 细胞 系 的 生长 速率 及 操作 者 需要 来 确定 。 我 们 知道 , 扩 增 和 再 次 培养 杂 
交 瘤 细胞 只 是 一 项 简单 的 实验 操作 。 初 学 者 在 正式 培养 细胞 系 之 前 ,最 好 先 花 费 一 些 时 间 
和 经 验 丰 富 的 组 织 培养 者 学 习 一 下 ,当然 程序 很 简单 ,很 快 就 可 以 学 会 。 

一 旦 96 孔 多 孔 型 细胞 培养 板 的 细胞 融合 ,它们 就 应 该 被 转移 到 24 孔 板 中 ,由 于 大 多 数 
杂交 瘤 细 胞 不 能 耐 受 突然 的 体积 上 的 大 跃 变 , 因 此 ,我 们 不 建议 您 将 细胞 从 96 孔 板 直接 转 
移 到 Petri 培养 板 中 。 再 者 ,一 旦 细胞 在 24 孔 板 融合 ,它们 应 当 被 转移 到 6 孔 板 ,然后 再 转 
移 到 Petri 培养 板 中 。 有 一 些 杂 交 瘤 细胞 在 培养 过 程 中 会 轻微 地 贴 在 培养 孔 的 表面 ,这 个 
问题 可 通过 使 用 无 菌 移 液 枪 头 细 心地 来 回 吸 取 、 排 出 培养 孔 中 的 液体 而 轻易 地 解决 。 当 一 
个 细胞 系 在 Petri 培养 板 上 生长 良好 时 ,可 以 按 1 :1 的 比例 与 新 鲜 的 培养 液 稀释 细胞 ,并 
监测 细胞 生长 的 速度 ,一 般 来 讲 倍增 时 间 通 常 在 12—24h 之 间 。 一 旦 细胞 系 的 特性 知道 
了 ,就 开始 将 细胞 分 到 更 大 体积 新 鲜 的 TCM 中 。 典 型 的 稀释 倍数 是 1:5 或 1:10, 更 大 的 
黎 释 倍数 也 有 可 能 ,不 过 这 决定 于 个 别 的 细胞 系 。 偶 然 会 有 杂交 瘤 细 胞 的 生长 被 不 明 原 因 
所 延迟 减缓。 造成 这 种 现象 的 最 普遍 原因 是 细菌 污染 。 在 这 种 情况 下 ,塑料 培养 板 的 表 
面 会 有 一 层 灰色 的 、 班 驱 的 东西 ,在 高 售 镜 下 观察 可 以 看 到 大 量 细菌 的 存在 。 大 多 数 细菌 
污染 可 以 通过 在 TCM 中 添加 青 - 链 霉 素 阻 止 ,尽管 如 此 ,在 这 种 情况 下 需要 其 他 的 抗生素 ， 
首选 为 庆 大 零 素 ,以 无 菌 溶液 (Sigma,G1379) 形 式 每 100ml TCM P 3&2 10001. — 9-48 i 
污染 被 消除 (通常 在 两 个 再 次 培养 循环 后 ) ,其 他 的 抗生素 液 应 该 移 除 。 

为 了 获得 大 量 上 清 液 中 mAb 的 产物 ,杂交 瘤 细 胞 应 该 在 培养 疾 中 培养 。 为 了 使 上 清 
液 中 的 抗体 达到 饱和 ,在 最 后 收集 mAb 之 前 应 该 允许 细胞 的 死亡 。 通 过 离心 5min 移 除 细 
胞 后 将 上 清 液 轻 轻 倒 入 玻璃 瓶 中 ,在 加 入 0.02% (V/VV)NaNs 后 ,于 4C 条 件 下 保存 。 用 此 
种 方式 保存 的 杂交 瘤 细 胞 上 清 液 可 以 保存 几 年 不 变质 。 另 外 ,上 清 液 不 能 冷冻 保存 。 


4.6 杂交 瘤 细 胞 系 的 长 期 保存 


一 旦 稳定 后 ,杂交 瘤 细 胞 可 以 在 适当 培养 液 中 缓慢 冷冻 ,并 可 在 液 氮 中 无 限期 地 储存 ， 
在 储存 后 ,细胞 被 迅速 解冻 并 转移 至 TCM 中 ,如 果 细 胞 仍然 是 具有 活力 的 ,就 会 继续 分 裂 
并 分 小 其 特异 性 产物 mAb。 冷 冻 杂 交 瘤 细胞 是 一 个 迅速 的 .无 间断 的 过 程 。 有 三 个 关键 因 
素 决定 在 冷冻 过 程 中 细胞 的 存活 : 

. OD 在 冷冻 时 细胞 处 于 活 路 增长 期 。 

(2) 离心 速度 (350 一 400g) 由 以 下 公式 计算 得 出 :RCF 王 0.000 012XR(cm) XN(r/ 
min)’, 

(3) 在 缓慢 冷冻 过 程 中 细胞 没有 被 破坏 。 试 图 在 冰箱 中 冷冻 细胞 是 不 可 取 的 ,因为 冰 
箱 门 会 被 经 常 打 开 或 关上 ,而 即使 温度 的 微小 升 高 也 将 会 导致 细胞 膜 的 破坏 ,最 终 导致 细 
胞 死亡 。 如 果 一 定 要 用 冰箱 冷冻 最 好 选择 在 傍晚 进行 过 夜 冷冻 ,因为 这 时 于 扰 是 最 少 的 。 

鼠 科 杂交 瘤 细 胞 的 冷冻 程序 将 在 方案 7 中 进行 阐述 。 


方案 7 冷冻 法 长 期 储存 的 杂交 瘤 细 胞 
设备 与 试剂 : 
1. 无 菌 的 10ml 移 液 管 (Becton Dickinson,7551) 。 


2. 无 菌 的 50ml Blue Max 离心 试管 (Becton Dickinson ,2098) 。 
3. 200u1 移 液 器 和 灭 菌 的 枪 头 。 
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. lml 冻 存 管 ( 生 工 ,366656)。 
. 聚 茶 乙 炳 盒 及 棉布 。 
. 冻 存 柱 及 套 管 ( 生 工 ,378441 和 343958), 
. —80'C xk 8 ; A 7H RC RC, 

8. 冻 存 培养 液 92% FBS,8% (V/V) — P X 3E A; Je Jo Hp B POUCP 22:389 REF 
300p] 分 装 在 无 菌 1. 5ml 离心 管 中 于 一 20'C 下 冷冻 保存 。 

9. 冰 。 

方法 与 步骤 : 

l. 在 冷冻 的 前 一 天 ,将 细胞 培养 物 重 新 接种 到 两 个 培养 严 中 ,使 每 个 培养 下 中 的 细胞 都 
活跃 生长 , 悬 液 总 体积 达到 30ml。 在 培养 下 中 接种 的 细胞 浓度 度 取 决 于 细胞 系 的 生长 速度 。 

2. 悬浮 细胞 ,注意 将 贴 壁 的 细胞 吹 离散 ,小 心地 将 细胞 从 培养 下 中 转移 到 灭 菌 过 的 
50ml 离心 管 中 ,350g 离心 5min( 如 果 条 件 允 许 , 在 4C 下 离心 ) 。 

3. 用 移 液 器 吸取 所 有 培养 液 丢弃 ,注意 不 要 破坏 细胞 团 。 然 后 缓慢 地 加 入 30041 冷冻 的 
培养 液 中 重新 悬浮 细胞 团 ,这 些 冷 冻 培 养 液 是 在 离心 时 从 冰箱 中 取 来 的 ,并 一 直 置 于 冰 上 。 

4. 将 所 有 的 细胞 悬 液 合 并 到 一 个 试管 中 ,并 用 移 液 器 轻柔 地 混 匀 ,并 移 取 150]. 至 冻 
存 管 中 , 重 复 4 个 冻 存 管 。 密 封冻 存 管 置 于 冰 上 ,并 准备 好 铺 有 棉布 的 聚 茶 乙 烯 盒 。 将 上 述 
E PEE ON IRE CEP LETROE ET 80 C. X hn gRid AR EY 16h. 

9. 将 冷冻 的 细胞 放 在 带 有 盖子 的 容器 中 并 转移 到 液 氛 中 。 

6. 至 少 24h 后 ,从 中 取 一 小 管 于 37 迅速 解冻 ,或 者 通过 手掌 的 温暖 使 其 解冻 也 可 ,这 大 
约 需 要 1] 一 2min, 绝 对 不 允许 解冻 的 细胞 过 长 时 间 地 停留 于 原先 的 冷冻 培养 液 中 ,因为 这 将 引 
起 细胞 的 迅速 死亡 。 一 旦 解冻 ,迅速 转移 细胞 到 盛 有 20ml 预 温 的 10%TCM 的 培养 正中 。 

7. 检查 细胞 是 否 成 活 , 死 细胞 看 起 来 似 “ 鬼 影 (ghost-like)”, 形 状 不 规则 。 活 细胞 则 具 
有 清晰 的 .明显 的 细胞 膜 , 看 起 来 很 光亮 。 将 细胞 放 入 培养 箱 中 过 大 约 1h 后 再 次 检测 。 细 
胞 分 裂 一 旦 开始 后 肉眼 将 清晰 可 见 。 或 许 也 会 有 一 些 细胞 死亡 ,24h 后 细胞 或 许 就 需要 如 
前 所 述 的 二 次 培养 。 

注意 :冷冻 同一 杂交 瘤 细 胞 系 的 大 量 副本 可 使 操作 者 确定 每 个 重复 的 冷冻 瓶 中 的 细胞 
活力 。 如 果 一 个 冷冻 瓶 中 的 细胞 在 液 氮 冻 存 后 几 天 中 仍旧 可 以 存活 ,那么 这 就 可 以 说 明 其 
他 闫 中 的 细胞 也 可 以 很 好 地 存活 。 


4.7 ”鉴定 免疫 球 蛋 白 的 类 别 / 亚 类 


鉴定 mAb 的 Ig 类 别 的 最 重要 原因 是 为 了 确定 在 二 次 培养 之 前 或 之 后 你 所 拥有 的 都 是 
一 个 纯 的 细胞 系 , 当 然 ,鉴定 mAb 类 别 也 可 以 采取 其 他 许多 已 知 的 方法 ,例如 在 适 宣 的 情 
襄 下 在 某 些 抗体 上 的 二 级 共 斩 物 。 例 如 一 个 间接 双 -mAb- 三 文治 ELISA ,可 能 需要 使 用 均 
有 重 链 特异 性 的 共 生 物 。 为 了 鉴定 在 杂交 瘤 细 胞 上 清 液 中 的 mAb 类 别 ,最 合适 的 方法 是 
俘获 ELISAs 或 抗原 介 导 的 ELISAs。 后 面 的 这 种 方法 将 在 方案 8 中 详细 阐述 。 


方案 8 应 用 抗原 介 导 ELISA 鉴定 Ig 类别/ 亚 类 


设备 与 试剂 : 
l. 抗原 包 被 的 微 效 价 带 或 板 。 


局 OO C A 
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2. 免 抗 羊 IgG( 完 整 分 子 ) 过 氧化 物 酶 共 罗 物 。 

3. PBS 和 PBST, 

4. 过 氧化 物 酶 底 物 及 反应 终止 液 。 

5. 鼠 单 克隆 抗体 同型 试剂 ”这些 可 以 通过 很 多 渠道 获得 ,但 是 在 此 讲述 的 试剂 是 购 自 Sig- 
ma HIRA 4 (Sigama, IS0-2) ,每 个 试剂 使 含有 0. 2ml 羊 抗 咎 IgG IgG», IgG IgG IgG IgM 和 
IgA pAbs 中 的 一 种 。 为 了 长 期 储存 ,每 个 同型 应 该 以 20ml 量 冷冻 ,并 且 不 能 反复 头 融 。 

方法 与 步骤 : 

l. 将 mAb 上 清 液 加 到 已 经 履 盖 抗体 的 培养 板 小 孔 中 培养 1h。 

2. 用 PBST 洗涤 4 次 (每 次 3min) 。 

3. 将 羊 抗 和 鼠 免 疫 球 蛋 白 pAbs 加 到 培养 板 小 孔 中 培养 30min, 其 中 pAbs A PBST 以 
1 : 3 000 的 比例 稀释 过 。 

4. 用 PBST 洗涤 4 次 (每 次 3min) 。 

5. 将 免 抗 羊 过 氧化 物 酶 加 到 培养 板 小 孔 中 培养 30min, 其 中 免 抗 羊 过 氧化 物 酶 用 
PBST 以 1 :1 000 的 比例 稀释 过 。 

6. 用 PBST 洗涤 3 次 ,用 PBS 洗 涤 2 次 (每 次 3min)。 

7. 将 底 物 加 到 培养 板 小 孔 中 培养 30min, 停 止 颜色 反应 并 在 450nm 测定 光 吸 收 度 。 
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mAb 抗原 决定 簇 的 特性 可 以 通过 化 学 的 或 者 酶 学 的 方法 分 析 抗 原 而 轻易 获得 ,最 常用 
的 方法 是 高 碘 酸 盐 氧 化 蛋白 酶 消化 和 抗原 的 热处理 ,这 个 处 理 过 程 或 者 在 液体 中 ,固定 到 
微 滴定 管 的 孔 中 ,或 者 在 通过 凝 胶 电泳 和 Western 杂交 后 分 离 。 这 些 在 方案 9 中 阐述 。 关 
于 真菌 抗原 使 用 的 更 多 详细 的 分 析 , 例如 肽 -N- 糖 苷 酶 (PNGase) 或 内 -B-N- 葡 萄 糖 胺 酶 -H 
(endo-H) 消 化 在 其 他 地 方 被 曾 述 。 


5.1 AARRE 


高 碘 酸 盐 氧 化 包括 同步 氧化 及 断裂 C 一 C 键 ,这 些 C—C ERI A 
羟基 临近 的 酮 基 。 实 验 室 程序 和 高 碘 酸 盐 氧 化 研究 结果 的 阐述 非常 复杂 ,但 是 在 其 最 简单 的 
事实 是 ,用 高 碘 酸 盐 处理 后 mAb 结合 到 抗原 能 力 的 降低 很 好 地 初步 证 明 mAb 是 结合 到 糖 类 
的 抗原 决定 能 上 。 相 反 地 ,结合 力 的 增加 为 mAb 结合 到 和 蛋白质 抗原 决定 艇 提供 了 初步 证 据 ， 
如 通过 移 除 抗原 的 糖 成 分 ,可 以 将 蛋白 质 抗原 决定 秘 暴 露 给 mAb 结合 。 


5.2 使 用 链 霉菌 蛋白 酶 和 胰 和 蛋白 酶 进行 蛋白 酶 消化 


用 和 蛋白酶 修饰 抗原 在 一 定 程 度 上 能 降低 或 消除 mAb 的 结合 力 强 有 力 地 证 明 抗 原 决 定 
簇 含 有 和 蛋白质 成 分 。 在 分 析 真 菌 抗原 中 最 常用 的 两 种 蛋白 酶 是 从 链 霉菌 (Streztomzyces gr- 
iseus) 分 离 出 的 非特 异性 蛋白 酶 以 及 小 牛 胰 蛋白 酶 。 胰 蛋白 酶 是 胰腺 的 丝氨酸 蛋白 酶 ,对 
含有 带 正 电荷 氨基 酸 链 的 底 物 特异 敏感 。 

使 用 链 霉 蛋白 酶 处 理 有 两 种 方式 :一 种 是 使 用 在 用 链 霉 蛋白 酶 盐 溶液 固定 的 抗原 上 ， 
另 一 种 是 使 用 在 用 固定 到 琼脂 糖 床上 链 霉 蛋白 酶 处 理 抗原 溶液 。 这 样 做 的 原因 是 不 溶性 
的 链 竹 蛋白 酶 处 理 对 mAb 结合 没有 效用 ,导致 失效 的 原因 可 能 是 多 聚 糖 与 微 孔 培 养 板 的 
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脱离 ,因为 微 孔 培养 板 的 蛋白 骨架 被 消化 ,而 非 抗原 决定 簇 自 身 的 消化 。 


5.3 加热 


将 可 游 性 的 抗原 经 过 煮沸 或 高 压 灭 菌 热处理 后 ,抗体 与 其 结合 的 能 力 下 降 , 这 为 识别 
蛋白 质 抗原 决定 簇 提供 了 另外 的 证 据 。 但 是 ,由 于 糖 类 抗原 决定 簇 具 有 高 度 热 稳定 性 ,长 
时 间 烘 露 于 高 温 下 会 将 导致 蛋白 质 降解 。 因 此 ,热处理 对 mAb 结合 力 的 作用 效果 只 能 被 
用 作 mAb 结合 到 和 蛋白质 抗原 决定 徐 补 充 证 据 。 


5.4 适度 碱 性 水 解 (B- 消 除 ) 


中 度 的 碱 性 水 解 导致 多 聚 糖 和 丝氨酸 或 苏 氨 酸 之 间 的 碳 氧 共 价 键 断裂 , 而 不 是 多 聚 糖 
和 酯 氨 酸 、 羟 ( 基 ) 赖 氨 酸 、 羟 ( 基 ) 且 氨 酸 、 天 冬 酰 胺 酸 等 其 他 的 碳 氧 键 断裂 。 


方案 9 通过 化 学 和 酶 学 修饰 确定 的 抗原 决定 徐 的 特性 


设备 与 试剂 : 

l. 抗原 包 被 的 微 效 价 带 或 培养 板 。 

2. PBS 或 PBST, 

3. 50mmol/L 的 醋酸 钠 缓 冲 液 pH4.5 50ml NaOAc(1.7g CH; COONa * 3H; O 溶解 到 
250ml dH; O37. 0ml4-50mmol/L HOAc(0. 75g HOAc 溶解 在 250ml dH; O 中 )63. Oml, 

4. 2Z0mmol/L m $888 4A (Sigma, S1878) 25-848] pH4. 5 的 50mmol/L NaOAc 缓冲 液 中 。 

5. 胰 蛋 白 酶 (EC : 3.4.21. 4) & 3 (Sigama, T4424) 5 PBS 以 1: 2.5 比例 稀释 , 制 成 
1mg/ml 的 溶液 。 

6. 胰 有 蛋白 酶 抑制 剂 (Sigama,T6522) 溶 解 在 PBS 中 制 成 0. 1mg/ml 的 溶液 。 

7. 已 经 在 4% 琼脂 糖 交 联 珠 (Sigma,P4531) 上 连接 的 不 溶性 的 蛋白 酶 杂 V 及 未 衍生 化 
的 琼脂 糖 支 持 物 (Sigma,A7299) 。 

8. 50mmol/L NaOH 0.2g 的 NaOH 溶解 在 100ml dH;O F., 

9. d SEA LB CAE EA 6 B XI V ,EC3. 4. 24. 31,Sigma,P5147) 溶 解 在 PBS 中 ,使 用 浓 
度 是 细胞 板 小 孔 中 加 入 505] HRE B.E P 45 ek EAE A 3&8] 0. 25U( 相 当 于 每 ml 的 PBS 
含有 9mg 链 零 蛋白 固体 ) 。 

方法 与 步骤 ; 

1. 固定 抗原 的 高 碳酸 盐 氧 化 

(1) 将 50pl 高 矶 酸 溶 液 加 到 抗原 包 被 的 细胞 板 小 孔 中 ,在 TC EH s PUPA EE 
适当 的 时 间 , 绑 育 对 照 组 和 醋酸 盐 缓 冲 液 处 理 组 的 孔 数 要 数量 相当 。 

(2) 用 PBS 将 孔 洗涤 4 次 (3min/ 次 ) ,然后 用 ELISA 测定 分 析 。 

2. 固定 抗原 的 蛋白 酶 消化 

(1) 将 50pl 链 老 蛋 白 酶 液 或 胰 蛋 白 酶 液 加 到 抗原 包 被 的 细胞 板 小 孔 中 ,在 37C 和 4C 
EHRT PHEA 4h, EUR 88 5] ZR PBS 组 的 孔 数 要 相当 。 

(2) 用 PBS 将 孔 洗涤 4 次 (3min/ 次 ), 对 于 胰 蛋 白 酶 处 理 的 小 孔 要 加 505] 的 胰 蛋 白 酶 
抑制 剂 , 在 RT RAFA 10min, 然 后 再 用 PRS 洗涤 3 次 ,随后 可 用 ELISA 测定 分 析 每 孔 
(方案 3)。 
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3. 抗原 提取 物 的 链 霉菌 蛋白 酶 消化 

(1) 通过 在 PBS 中 反复 离心 和 重 悬 将 链 霉菌 蛋白 酶 包 被 的 琼脂 糖 层 析 珠 洗涤 3 次 ,准备 
含有 10mg 层 析 珠 /ml 缓冲 液 的 悬浮 液 和 含有 未 衍生 化 的 琼脂 糖 的 对 照 组 。 向 每 9ml 的 抗原 
溶液 中 加 入 lml 的 琼脂 糖 层 析 珠 或 对 照 组 琼脂 糖 悬 液 ,在 4C 和 37 条件 下 混合 共 狂 育 4h。 

(2) 通过 离心 将 琼脂 糖 支持 物 移 除 ,并 移 取 50p1 上 清 液 样品 到 微 滴 定 板 孔 中 进行 固 
定 .洗涤 及 用 ELISA 测定 。 

4. 者 沸 

(D 在 PBS 中 溶解 抗原 提取 物 并 煮沸 ,在 10min 的 间 歌 中 , 移 除 样品 ,冷却 ,12 000g 离 
心 Dmin。 

(2) 移 取 5041 上 清 液 样品 到 微细 胞 板 的 孔 中 进行 固定 .洗涤 及 用 ELISA 测定 。 对 照 
组 的 孔 应 只 含有 未 处 理 过 的 提取 物 。 

5. B- 消 除 

(1) 向 抗原 包 被 的 微细 胞 板 的 孔 中 加 入 505] 浓度 为 50mmol/L 的 NaOH, 在 RT、 密封 
Pee 24h. 

(2) 用 PBS 洗涤 培养 板 3 次 (3min/ 次 ) 并 用 ELISA 法 测定 。 


6 其 他 经 常 使 用 的 免疫 学 分 析 方 法 


除了 在 本 章 中 描述 到 的 免疫 学 分 析 方 法 以 外 ,其 他 一 系列 的 免疫 学 分 析 方 法 也 发 展 起 
来 ,用 于 真菌 学 研究 。 这 些 分 析 方 法 和 它们 不 同 的 排列 在 其 他 地 方 还 有 更 加 详细 的 阐述 ， 
在 这 些 分 析 方 法 中 双 - 抗 体 -三 文治 ELISA (DAS-ELISA) 已 经 被 广泛 应 用 ,方案 10 讲述 了 
用 mAb 作为 抗原 俘获 ,或 者 用 二 级 mAb 或 者 pAb 作为 探 针 的 典型 的 间接 DAS-ELISA。 

方案 10 间接 DAS-ELISA 

设备 与 试剂 : 
. Immunlon 2HB 平底 细胞 培养 板 。 
. 多 通道 可 调 (50 一 100Hl) 移 液 器 (Anachem) 。 
. 450nm 波长 的 微型 培养 板 读数 器 。 
. PBS 和 PBST, 
. FRA IgGCL AE 27-30 i ACE B 3e (Sigma, A6154). 
. FRA Ig C REMO LACE EAE A IgG Cy 链 特 异性 ) 过 氧化 物 酶 
(Sigma, A3673) , t K IgA (Ca 链 特异 性 ) 过 氧化 物 酶 (Sigma, A4789) , d & IgM (p 链 特异 
性 ) 过 氧化 物 酶 (Sigma,A8786) , 

7. 过 氧化 物 酶 反应 底 物 及 颜色 反应 终止 液 。 

方法 与 步骤 : 

l. 向 微型 培养 板 的 每 个 孔 中 加 入 50ul 的 俘获 mAb 上 清 液 , 轻 敲 培养 板 使 溶液 均匀 分 
散 到 孔 的 整个 表面 ,4C 过 夜 铸 育 使 抗体 固定 ,洗涤 和 干燥 培养 板 ,抗体 包 被 的 培养 板 可 密 
封 于 塑料 袋 中 存放 于 4'C 。 

2. 向 每 个 孔 中 加 100,1 阻 断 液 ,在 密封 塑料 党 中 于 室温 条 件 下 阻 断 10min 至 1h, 

3. 移 除 阻 断 液 并 加 入 50u 抗原 提取 物 *, 在 室温 条 件 下 于 密封 的 塑料 尝 中 组 育 1h, 
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4. 用 PBST 洗涤 每 孔 4 次 (3min/ 次 )。 
9. 加 入 50pl 溶解 在 PBST 中 的 探 针 pAb 或 探 针 mAb 上 清 液 " ,在 室温 条 件 下 于 密封 
HARAR PIA lh, 6 PAb 稀释 液 中 加 入 的 阻 滞 剂 可 随意 。 
6. 用 PBST 洗涤 每 孔 4 次 (3min/ 次 )。 
7. 加 入 50ul 用 PBST 以 1 : 5000 黎 释 的 抗 鼠 过 氧化 物 酶 共 斩 物 ,或 者 5001] 用 PBST 
以 1: 2000 AHRR Ig( 重 链 特异 性 ) "过 氧化 物 酶 共 斩 物 ,在 室温 条 件 下 于 密封 的 塑料 裳 
TES lh, 向 PBST 中 加 入 的 阻 滞 剂 可 随意 。 
注意 :二 级 酶 共 斩 物 的 使 用 浓度 应 该 尽 可 能 使 每 个 抗体 -抗原 都 能 发 生 反应 。 
8. 用 PBST 洗涤 每 孔 3 次 (3min/ 次 ) ,用 PBS 洗涤 1 次 ,向 每 个 孔 中 加 入 5051 反应 底 
物 , 在 室温 条 件 下 培养 30min, 停 止 颜色 反应 并 在 450nm 处 测定 光 吸 收 度 。 
注 ， 
a. 对 于 DAS-ELISA, 抗 原 通 常 被 济 于 PBST 中 ,即使 不 考虑 使 用 的 提取 缓冲 液 ,也 必须 含有 洗涤 剂 以 防止 抗原 的 非 
特异 性 结合 。 
b. 使 用 合适 的 pAb 的 稀释 液 应 该 尽 可 能 使 每 个 DAS-ELISA 都 能 发 生 反应 ,最 好 用 方案 3 中 的 规律 通过 效 价 来 确 
定 ,稀释 一 般 以 1 : 1000 或 更 大 的 比例 。 
c. 对 于 DAS-ELISA, 第 二 个 探 针 mAb 必须 与 俘获 mAb 属于 不 同 的 类 别 ,除非 探 针 mAb ARJA O SUME IU CAR 
点 。 例 如 ,如 果 IgA 免疫 球 蛋 白 被 用 作 俘获 种 类 ,那么 探 针 种 类 就 必须 属于 IgM 或 IgG 类 别 ,具体 原因 是 抗 鼠 多 价 体 
(IgG, IgA. Ig VO BEJESG S WE PTA-ELISAs 中 使 用 的 那样 ,在 三 文治 中 是 不 能 区 别 俘获 和 探 针 mAb 的 ,而 这 将 会 导致 
非特 异性 的 结合 。 然 而 ,在 商业 上 能 够 区 分 不 同 Tg 类 别 的 重 链 [7Y(IgG) .a(IgA) 、p(IgM)] 特 异性 的 酶 共 思 物 是 可 以 得 
到 的 。 


7 抗体 的 提供 及 其 商业 发 展 


对 于 真菌 病原 体 的 一 系列 诊断 检测 方法 包括 抗体 和 建立 在 核酸 基础 上 的 技术 已 经 被 
汇编 ,并 且 可 以 在 COST823 真菌 诊断 数据 库 :www. dsmz. de/COST 中 找到 。 关 于 mAbs 
对 Botrytis, Cladosporium , Pseudocercosporella , Septoria , Penicilliun, Aspergillus #1 Hu- 
micola 可 供 性 的 更 详细 资料 可 从 Dr F. M. Dewey 处 获得 , 它 的 地 址 可 从 COST 网 上 查 到 。 

在 过 去 的 几 十 年 中 ,许多 的 商业 公司 已 经 建立 ,使 得 将 pAb 和 mAb 产品 提供 给 客户 代 
理 的 抗原 和 和 蛋白 序列 成 为 一 项 收费 项 目 。 抗 原 一 般 以 冻 于 溶液 或 PAGE 凝 胶 切片 的 形式 
运输 传递 。 对 于 pAb 产品 ,顾客 可 以 选择 他 们 喜欢 偏好 的 宿主 动物 ( 兔 、 小 鼠 、 绵 羊 、 山 羊 、 
母 鸡 或 大 鼠 )。 由 于 免疫 接种 程序 典型 要 持续 3 个 月 ,我 们 为 满足 客户 的 需要 制作 了 免疫 接 
种 的 步骤 。 预 免疫 血清 根据 在 第 三 次 免疫 接种 得 到 的 测试 血清 被 提供 , 单 克隆 抗体 产品 已 
被 制 成 标准 斥 寸 并 在 不 同 的 状态 下 即 免疫 接种 .融合 .筛选 和 杂交 瘤 的 选择 .克隆 即 同型 化 
获 益 。 上 清 液 在 克隆 程序 之 前 和 之 后 被 提供 以 进行 mAb 选择 ,客户 收 到 的 是 相应 的 克隆 
杂交 瘤 及 其 同型 。 
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功能 基因 组 分 析 的 目的 是 了 解 生物 生长 发 育 的 某 个 阶段 ,或 者 某 种 器 官 , 组 织 , 或 者 某 
类 细胞 中 基因 表达 状况 。 丝 状 真菌 是 多 细胞 真 核 生 物 ,在 其 生活 史 中 可 以 生长 发 育 形成 形 
态 和 功能 不 同 的 细胞 结构 ,行使 不 同 的 生理 功能 。 分 析 丝 状 真菌 的 功能 基因 组 ,可 以 使 人 
们 了 解 丝 状 真菌 特定 生长 发 育 阶段 基因 表达 的 状况 ,对 于 揭示 基因 的 特性 .基因 表达 类 型 
和 强 弱 对 真菌 生长 发 育 的 影响 和 生理 功能 发 挥 之 间 的 关系 非常 重要 ,并 为 进一步 调控 某 些 
重要 基因 提供 理论 基础 。 随 着 多 种 生物 基因 组 序列 测定 工作 的 完成 ,许多 功能 基因 组 的 研 
究 技 术 迅 速 发 展 起 来 ,并 在 丝 状 真 菌 的 研究 中 得 到 大 量 应 用 。 

下 面 以 稳 瘟 病 蓝 为 例 , 简 述 稻 瘟 病菌 致 病 相关 基因 的 研究 方法 。 


1 构建 稻 瘟 病菌 突变 子 库 


构建 稻 瘟 病菌 突变 子 库 是 分 离 稻 瘟 病菌 致 病 相 关 基 因 的 一 种 常规 办 法 ,主要 有 :限制 
性 酶 介 导 的 插 人 突变 (REMIJ) 技 术 .基因 捕捉 (gene-trap) 技 术 、 农 杆菌 介 导 转化 (ATMT) 技 
术 、 转 座 子 标签 (transposon tagging) 技 术 (Villaba et al. ,2001) 等 。Shi 利用 插入 突变 技术 
获得 880 个 突变 子 , 从 中 鉴定 了 5 个 产 孢 突变 子 ;conl-B、con4、con5、con6、con7。Balhadere 
等 利用 插入 突变 构建 了 一 个 具有 3 527 个 转化 子 的 稻 瘟 病菌 REMI 文库 。 在 所 鉴定 的 5 个 
突变 子 中 ,2 个 附着 胞 功能 下 降 ,2 个 孢子 形态 、 孢 子 发 生 和 附着 胞 功能 发 生变 化 , 另 一 个 为 
甲 硫 氨 酸 营养 缺陷 突变 体 。Orbach 等 利用 启动 子 捕捉 (promotor trap) 技 术 试 图 建立 一 个 
有 5 万 个 插入 突变 子 的 突变 子 库 , 在 已 分 析 的 1 000 个 转化 子 中 ,小 于 1%% 转 化 子 显示 出 致 
病 性 缺陷 。 刘 小 红利 用 启动 子 捕获 技术 获得 了 1 077 株 稻 癌 病菌 突变 体 , 其 中 有 18 株 突变 
子 的 致 病 性 有 所 降低 。 李 宏 宇 等 对 1520 个 ATMT 突变 体 进行 形态 变异 观察 ,发 现 菌落 颜 
色 突 变 的 有 15 个 ;随机 取 58 个 突变 体 进 行 比 较 , 发 现 产 孢 量 减少 的 4 个 ,孢子 萌发 率 降 低 
的 8 个 ,附着 胞 形成 率 降 低 的 9 个 。Villaba 等 利用 转 座 子 标签 技术 标记 了 参与 稻 瘟 病菌 侵 
入 水 稳 叶片 的 ORPI 基因 。 李 宏 宇 等 对 微波 诱导 产生 的 突变 体 研 究 发 现 : 突 变 体 1-40-271 
菌落 呈 白 色 , 产 孢 与 萌发 均 正常 ,但 萌发 后 即便 在 人 工 玖 水 表面 上 也 不 能 形成 附着 胞 , 且 丧 
失 了 致 病 性 ;突变 体 2-20-6 菌落 呈 黄 色 ,孢子 萌发 率 为 1%, 萌 发 的 孢子 其 附着 胞 形成 率 仅 
为 0. 0174 , 致 病 性 减弱 。 


2 目标 突变 技术 


最 近 , 通 过 不 同 生 物种 间 基 因 的 同 源 性 比较 ,利用 稻 瘟 病菌 基因 组 文库 序列 和 PCR dx 

术 克 隆 稻 冶 病菌 目标 基因 ,并 通过 基因 替代 .EGFP 融合 蛋白 和 基因 互补 等 方法 研究 基因 的 

功能 ,成 为 稻 瘟 病菌 基因 功能 研究 的 一 条 快速 途径 。 由 于 稻 瘟 病菌 EST 测序 的 大 规模 进行 

和 稻 瘟 病菌 基因 组 序列 测定 的 完成 ,又 出 现 了 一 种 新 的 基因 克隆 和 功能 分 析 方法 ,主要 研 
。146 。 
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究 过 程 是 先 在 NCBI 等 基因 数据 库 中 搜索 已 知 的 在 某 一 阶段 (如 附着 胞 ) 特 异 表达 的 EST 
序列 ,再 利用 稳 疗 病菌 基因 组 文库 设计 引物 克隆 相关 基因 的 启动 子 ,构建 启动 子 -EGFP X 
达 载体 ,转化 稻 瘟 病菌 ,研究 其 是 否 特异 表达 ,若是 ,再 用 基因 替换 法 等 进行 功能 分 析 。 
Banno 等 以 此 法 研究 了 附着 胞 EST 库 中 的 12 个 基因 ,发 现 有 9 个 基因 在 附着 胞 中 表达 ,其 
中 1 个 基因 为 附着 胞 特异 表达 。 


3 CDNA 文库 构建 及 测序 分 析 


稻 疗 病菌 附着 胞 及 侵 染 相关 的 各 种 cDNA 文库 和 差 减 文库 的 构建 和 测序 分 析 成 为 研 
究 稻 瘟病 菌 与 植物 相互 作用 的 一 种 非常 有 效 的 技术 。Kim 等 对 511 个 来 自 感染 稻 瘟 病菌 
的 水 稻 叶 片 的 cDNA 文库 的 克隆 进行 了 EST 测序 ,并 对 其 中 参与 水 稻 侵 染 过 程 的 稳 瘟 病 
菌 基 因 进 行 了 分 析 : 在 总 共 得 到 的 296 个 非 元 余 ESTs 中 ,72 个 为 真菌 基因 ,表达 丰 度 最 大 
的 一 个 稻 冶 病菌 基因 为 N. crassa GRG1 基因 的 同 源 基因 。 在 Dean's 实验 室 , 对 构建 自 稻 
冶 病 菌 感染 的 水 稻 叶 片 (接种 孢子 48 小 时 后 ) 的 cDNA 文库 的 619 个 克隆 进行 了 5 39 EST 
测序 ,其 中 359 个 基因 以 前 未 被 描述 过 ,但 只 有 20 个 在 GenBank 中 有 显著 的 真菌 同 源 基 
因 。Kamakura 等 把 在 玻璃 纸 上 萌 发 2. 5h 的 孢子 cDNA 与 在 液体 培养 时 萌发 的 孢子 cDNA 
进行 差 减 杂交 ,得 到 一 个 686 个 克隆 的 差 减 文库 ,并 对 其 中 158 个 独立 克隆 的 EST 序列 进 
行 了 部 分 测序 分 析 。 

在 EST 测序 基础 上 ,利用 基因 芯片 (gene chip) 技 术 大 规模 筛选 稻 癌 病菌 不 同 发 育 阶段 
差异 表达 基因 成 为 一 种 有 效 的 手段 。Takano 等 用 3 500 TARAR cDNA 组 成 的 基因 芯 
片 检测 稻 冶 病菌 附着 胞 形成 过 程 中 的 基因 表达 谱 ; 发 现 85 个 基因 的 转录 本 在 未 萌发 孢子 和 
正 形 成 附着 胞 阶段 中 比 在 植物 中 生长 的 菌 丝 中 要 丰富 得 多 ;18 个 基因 在 未 萌发 孢子 中 的 表 
达 量 比 形成 附着 胞 过 程 中 高 ;47 个 基因 的 转录 本 在 正 形成 附着 胞 中 的 数量 要 比 未 萌发 的 孢 
子 丰 富 得 多 。 


方案 1 构建 附着 胞 cDNA 文库 的 cDNA 的 合成 
设备 与 试剂 : 


1. Smart!" cDNA library construction kit Clontech 2-8], 

2. CM 培养 基 。 

3. 70% 乙醇 溶液 .80%% 乙 醇 溶 液 和 95 听 乙醇 溶液 。 

4. Trizol 试剂 MRC 公司 ,美国 。 

9. HR E. 

6. DEPC. 

7. 10X MOPS/EDTA 缓冲 液 LMOPS:3-(nrmorpholinos) propanesulfonic] 0. 2mol/L 
MOPS (41. 86g), 0. 05mol/L NaOAC * 3H; O(4. 10g), 0. 01mol/L EDTANa; * 2H; O 
(3. 72g) ,用 NaOH 38 pH 5$] 7. 0,7» ddH;O & 1L(Smart™ cDNA library construction kit, 
Clontech 公司 )。 

8.1%- Y Xd FF, 

9. 入 噬菌体 包装 盒 MaxPlax'" Lambda Packing Extracts( Epicentre, USA), 
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10. 500 X -F MEE 4E (25mg/mD , —20'C , 

11. 1000 X va REAR (15mg/mD , —20'C, 

12. 1000 X REE EAR (34mg/mD , —20'C, 

13. LB 液体 培养 基 10g/L AE 6, 5g/L 酵母 提取 物 ,5g/L $4643. pH7. 008 5N 
NaOH 38 $0, X Y. 

14. LB 固体 培养 基 LB 液体 培养 基 ，, 加 琼脂 15g/L, 灭 菌 , 倒 平 严 ,4C 保 存 。 

15. LB/tet 平板 LB 固体 培养 基 冷 却 至 50'C ,加 四 环 素 ( 终 液 度 为 15gg/mb , 倒 平 板 ， 
4C 保 存 。 

16. LB/kan/can 平板 LB 固体 培养 基 冷 却 至 50'C ,加 入 卡 那 霉 素 ( 终 浓 度 为 50ug/ml) 和 
SUE E CA IURE 99 34ug/ml) , 倒 平板 ,4'C ,保存 。 

17. lmol/L MgSO, 贮存 液 ”溶解 24. 65g MgSO, * 7H;O 到 100ml 无 菌 水 中 ,过 滤 灭 菌 。 

18. 2076 È FREAR 溶解 20g 麦芽 糖 到 80ml 无 离子 水 中 ,加 水 至 100ml, 过 滤 除 
HACHA. 

19. LB/MgSO4 平 板 ”1L LB 液体 培养 基 中 加 入 10ml 1mol/L MgSO, ( 终 浓 度 为 
l0mmol/L) 、15g 琼脂 ,高 压 灭 菌 , 倒 平板 ,4 保存 。 

20. LB/MgSO, 液 体 培养 基 1L. LB 液体 培养 基 中 加 入 10ml lmol/L MgSO, ,高 压 灭 菌 。 

21. LB/MgSO, /麦芽 糖 液体 培养 基 1L. LB/MgSO, 液体 培养 基 , 高 压 灭 菌 ,冷却 至 
50'C ,加 入 10ml 20% 麦 芽 糖 母液 ( 终 浓 度 为 0.2%)。 

22. LB/MgSOs 软 性 琼脂 (top agar) 1L LB 液体 培养 基 中 加 入 10ml 1mol/L MgSO, , 
7. 2g 琼脂 ,高 压 灭 菌 ,4 人 保存。 


23. 10X、 稀 释 液 
NaCl 58. 3g 1mol/L 
MgSO, * 7H;O0 24. 65g 0. 1mol/L 


Tris-HCICpH 7. 5) 350mL lmol/L 母液 ^ 0.35mol/L 
加 水 至 100ml, 高压 灭 菌 ,4C 保 存 。 


24. 1X 和 稀释 液 
100ml 10X24 稀释 液 
5ml 2% 和 白明 胶 ( 终 浓度 为 0.01%) 


加 水 到 IL, HERK, ACRA. 

25. 100% DMSO, 

方法 与 步骤 : 

1. 附着 胞 RNA 的 提取 

(1) 稳 瘟 病菌 附着 胞 的 收集 和 研磨 。 

(2) 加 入 2ml Trizol, 室温 放置 5min, 使 其 充分 裂解 。 

(3) 8 500r/min 离心 5min, 弃 沉淀 。 

(4) 按 200pl/ml 在 Trizol *P Ju A $45 ,3& 35 3055] 15s, 室温 放置 3min( 不 能 用 涡 旋 振荡 
器 , 以免 基 因 组 DNA 断裂 ) 。 

(5) 4'C 8 500r/min 离心 15min 。 

《6) 吸取 上 层 水 相 至 另 一 离心 管 中 。 
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(7) 按 0. 5ml 异 丙 酵 /ml Trizol 加 入 异 丙 醇 混 匀 ,室温 放置 10min。 
(8) 4'C 8 500r/min 离心 10min, 弃 上 清 液 ,RNA 沉 于 管 底 。 
(9) 按 Iml 7594 BE 2 ik /ml Trizol 加 入 75% 乙 醇 溶液 ,温和 振荡 离心 管 ,悬浮 沉淀 。 
(10) 4'C 6 500r/min 离心 5min, HEA LÑ. 
(11) 冰 上 上 晾 干 10min。 
(12) 用 适量 HOC 1005D 2€ 8. RNA 样品 。 
(13) 测 OD 值 定量 RNA GE, 
(14) 一 70 人 保存 。 
(15) RNA 甲醛 电泳 。 
2. 长 距离 PCR 法 合成 附着 胞 cDNA 
(1) cDNA 第 一 链 合成 
1) 4& 0. 2ml 离心 管内 混合 下 列 成 分 : 
3ul 附着 胞 总 RNA 样品 ( 约 5. 23ug 总 RNA) 
lul SMART N XX 
lu] CDS [[/3' PCR 引物 
总 体积 为 5. Oul, 
2) i5) , T s, 
3) 72'C i&39- 2min, 
4) 冰 浴 2min, 
9) 混 匀 , 稍 离 心 。 
6) 加 入 下 列 成 分 : 
2.04] 5X 第 一 链 合成 缓冲 液 
l. Oul DTT(20mmol/L) 
l. Oul dNTP 混合 物 (10mmol/L) 
1. Oul PowerScript 反 转 录 酶 
7) 总 体积 为 10. Opl. 
8) 混 匀 ，, 稍 离心 。 
9) 42 人 温浴 1h( 培 养 箱 内 ) 。 
10) 冰 浴 ,中止 合成 。 
11) & E xk —20'C 4A. 
(2) 长 距离 PCR 法 cDNA p 3€ 
1) PCR 4 CGeneAmp 9600) 4 Æ 95C. 
2) 在 2004] PCR 管内 混合 下 列 成 分 : 
2pl 第 一 链 cDNA 
80p1 去 离子 水 
lOl 10X2 型 最 优 PCR 缓冲 液 
24| | 50XdNTP 混合 物 
2u| 5'PCR 引物 
2p] CDS 开 /3 ” PCR 引物 
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2ul 50X2 型 最 优 聚 合 酶 
总 体积 为 100pl。 
3) 混 匀 ，, 稍 离心 。 
4) HAR E 95° PCR 仪 。 
5) 按 下 列 程序 扩 增 : 
95 lmin,1 个 循环 ; 
95'C 15s, 68'C 6min, 23 个 循环 。 
60 当 反应 结束 时 , 取 5 各 反应 液 在 1. 158 /EB 电泳 分 析 , 用 0. lyg 1kb DNA marker 
(MBI,Lithuania) 作 为 分 子 质量 标记 。 
7) —20'C4& 4 ds cDNA, 
(3) 4& & E K 消化 
1) 吸取 50pl 扩 增 的 ds cDNA( —3pD 2] 0. 5ml PCR 管内 ,加 2ul 蛋白酶 KC20pg/pl)。 
2) 混 匀 , 稍 离心 。 
3) 45 亿 温浴 20min, 
4) 稍 离 心 , 加 入 50pl 去 离子 水 。 
5) 加 入 100pl Bx / SAT RE , E 4E $555 L0] 055] 1 一 2min。 
6) 14 000r/min 离心 5min, 使 混合 物 分 相 。 
7) 移 取 上 层 水 相 到 一 个 干净 的 0. 5ml 线 管内 ,抛弃 下 层 和 中 间 层 。 
8) 加 入 100 风 氯仿 / 异 戊 醇 , 连 续 轻 轻 颠 倒 混 匀 1 一 2min。 
9) $3 3*6), 
10 重复 步骤 7) 。 
11) 加 入 下 列 试剂 ， 
10gl 3mol/L 乙酸 钠 
1.3yu] 糖 原 (20pg/ pl) 
260pl 95% 乙 醇 溶液 (室温 ) 
立即 离心 20min,14 000r/min( 室 温 )。 
12) 仔细 用 枪 移 去 上 清 液 ,注意 不 要 扰动 沉淀 。 
13) 用 10095 乙醇 溶液 洗 一 次 。 
14) 空气 干燥 约 10min。 
15) 加 入 799] 去 离子 水 , 重 悬 沉淀 。 
(4) 限制 性 内 切 酶 Sfi I 消化 
1) 在 一 新 的 0. 5ml 离心 管内 混合 下 列 组 分 : 
79y] ds cDNA 
lou 10XSfiIsGÓ?* 
lou] Sfi I(20U/uD 
lul  100XBSA(lgg/uD 
总 体积 为 100pl1。 
2) 混 匀 ,50 人 温浴 2h, 
3) $m 241 175 P $ (xylene cyanol) 。 
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3. cDNA 分 级 

(1) 标记 16 个 1.5ml 离心 管 , 在 架子 上 顺序 安放 。 

(2) 准备 CHROMN SPIN-400 管 的 收集 过 程 ; 

1) CHROMN SPIN-400 试管 在 室温 放置 lh 以 上 , 颐 倒 混 匀 数 次 ,完全 重 是 管内 的 胶 
体 混合 物 。 | 

2) 移 取 管 内 的 空气 泡沫 。 用 10000] 移 液 枪 轻 轻 重 悬 混合 物 , 避 免 产 生 空气 泡沫 。 然 后 移 去 底 
部 盖子 ,让 管内 的 水 自然 下 滴 。 如 果 3min 后 滴水 停止 了 , 盖 上 管 上 面 的 盖子 ,使 之 继续 滴水 。 

3) 把 管子 放 在 台 架 上 。 

4) 储存 缓冲 液 从 管内 流出 ,直至 管内 基质 表面 露出 。 此 时 ,基质 上 部 表面 位 于 管 的 
1.0ml 标记 处 。 若 基质 数量 太 少 , 则 补充 至 该 标记 处 。 

5) 储存 缓冲 液 的 流动 速率 约 为 每 40 一 60s 1 滴 , 每 滴 的 体积 约 为 40n1。 如 果 流 动 速 率 
太 慢 (小 于 1 滴 /100s) 或 每 滴 体 积 太 少 ( 小 于 25plD) , 则 完全 重 悬 基质 ,重复 上 述 滴 的 过 程 , 直 
至 达到 上 述 指 标 。 

(3) 当 储存 缓冲 液 滴 完 后 , 轻 轻 地 沿 着 管内 壁 加 入 7004] 的 过 柱 缓冲 液 (column buffer) 到 管 
的 顶部 ,使 之 滴 出 。 

(4) 当 过 柱 缓冲 液 滴 完 时 (15 一 20min) , 轻 轻 地 ,均匀 地 加 入 约 1004] 的 前 述 S fi T7540 
的 cDNA 和 二 甲苯 青 的 混合 物 到 基质 的 表面 中 央 。 

(5) 静 置 片刻 ,让 样品 完全 吸收 。 

(6) 用 100pl 的 过 柱 缓冲 液 洗 盛 过 SFiI 消 化 的 cDNA 和 二 甲苯 青 的 混合 物 的 离心 管 ， 
轻 轻 地 把 该 过 柱 缓冲 液 加 到 基质 表面 。 

(7) 过 柱 缓冲 液 从 管内 滴 出 ,直到 树脂 上 面 没有 液体 剩 下 。 当 滴 液 停止 时 进行 下 一 步 
(此 时 ,染料 已 进入 管内 约 2mm), 

(8) 把 第 一 个 收集 离心 管 直接 放 在 管 的 出 口 下 方 。 

(9) 加 入 600pl 的 过 柱 缓冲 液 , 立 即 开 始 收集 。 每 一 离心 管 收集 一 滴 液 滴 ( 约 35p1) , 共 
收集 16 管 ,收集 后 盖 上 盖子 。 

(10) 检查 cDNA 分 级 效果 :各 取 3HL 分 层 液 进行 1.1% 琼 脂 糖 /EB 胶 电 泳 , 以 0. lug 
I kbCMBL, Lithuania) 为 分 子 质 量 标记 ,150V 电泳 5— 10min, Æ 5b FZ cDNA 4 
的 深度 ,确定 分 液 峰 。 收 集 前 三 个 含 cDNA 的 分 层 液 (一 般 为 第 8.9、10 个 离心 管 ) ,集中 到 
一 个 干净 的 离心 管 中 。 

(11) 在 上 述 含 cDNA 收集 液 (105 一 140mj) 的 离心 管内 加 入 下 列 组 分 ， 

1/10 体积 的 醋酸 钠 (3mol/L,pH4. 8) 
1. 3] 糖 原 (glycogen,20mg/ml) 
2. 5 倍 体 积 的 — 95% 乙醇 溶液 (一 20'C) 

(12) 前 后 轻 轻 摇动 混 匀 ，。 

(13) 一 20'C 静 止 lh 或 过 夜 。 

(14) 室温 14 000r/min 离心 20min, 

(15) 仔细 移 去 上 清 液 ,注意 不 要 扰动 沉淀 。 

(16) 稍 离心 。 

(17) 仔细 移 去 所 有 液体 ,空气 干燥 10min。 
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(18) 用 7pl dc BT SUE EA, 
(19) 一 20 人 CC 保存。 


4 cDNA X ETÀ EE K fib 3x 
4.1 cDNA 文库 构建 


方案 2 cDNA 文库 构建 


1. cDNA 与 载体 和 TriplEx 2 的 连接 
(1) 标记 3 个 0. 5ml 离心 管 ( 做 3 个 连接 反应 ) ,分别 加 入 表 11-1 所 列 组 分 : 


表 11-1 连接 体系 组 分 组 成 


组 分 连接 1(pD) 连接 2Cpl) 连接 3QiD 
cDNA 0.5 1.0 1.5 
载体 (500ng/ pul) 1.0 1.0 1.0 
lox xe E ni 0. 5 0. 5 0. 5 
ATP(10mmol/L) 0.5 0.5 0.5 
T4 DNA 连接 酶 0.5 0. 5 0. 5 
去 离子 水 2.0 1.5 1.0 
总 体积 5.0 5.0 5.0 


(2) 轻 轻 混 匀 ,避免 产生 气泡 , 稍 离心 。 

(3) 16 闪 温 育 过 夜 (培养 箱 ) 。 

(4) 每 一 个 连接 反应 进行 单独 的 入 噬菌体 包装 反应 和 滴定 。 

2. 连接 产物 的 包装 

(1) 噬菌体 包装 使 用 MaxPlax™M ADNA 包装 试剂 金 (Epicentre,USA) 。 

(2) 每 2 个 包装 反应 ,室温 解冻 一 个 噬菌体 包装 蛋白 抽 提 物 , 然 后 放 于 冰 上 。 

(3) 当 包 闭 蛋白 解冻 后 ,立即 吸取 包装 蛋白 的 一 半 (25pl) 到 另 一 个 新 的 1. 5ml 离心 管 ， 
放 于 冰 上 。 

(4) 加 入 连接 反应 产物 (5p] 连接 液 ) 到 含 25ul 包装 蛋白 的 离心 管 中 。 

(5) 吹 吸 混 匀 几 次 ,避免 气泡 吹 入 或 产生 ; 稍 离 心 。 

(6) 30C% 90min, 

(7) 温浴 结束 时 ,在 30 记 条 件 下 每 管 加 入 另外 25ul 解冻 的 包装 蛋白 。 

(8) 30'C HR% 90min, 

(9) 加 入 500pl 哄 菌 体 稀 释 缓 冲 液 , 轻 轻 涡 旋 混 合 。 

(10) 加 25pl 和 毛 仿 , 轻 轻 涡 旋 混合 。 

(1D 4 人 C 保 存 。 

(12) 在 合适 的 细菌 菌株 上 滴定 ,分 析 包 装 的 噬菌体 。 

3. 细菌 培养 平板 准备 

(1) 细菌 菌株 E. coli XL1-Blue 和 BM 25. 8(LB 培养 基 ,25% 甘 油 ) 保 存在 一 7O'C 。 
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(2) 菌 种 活化 。 划 线 接种 约 Sul 冻 存 菌 种 到 LB 含 相 应 抗生素 的 平板 上 。 
(3) XL1-Blue 菌株 :LB/txt 平板 。 
BM25. 8 菌株 :LB/kan/cam 平板 。 

(4) 37Ci& f iddk, M parafilm 封口 膜 包 住 平 板 ,4 记 保存 。 这 些 平 板 作为 初级 储存 平板 。 

(5) 准备 工作 储存 平板 。 从 初级 储存 平板 挑 取 单 一 菌落 , 划 线 接种 到 另 一 个 含 相应 抗 
生 素 的 LB/MgSO, 的 平板 。 

(6) 37C im qi. M parafilm 封口 膜 包 住 平板 ,4C 保 存 。 

(7) ER 2 周 , 从 前 一 个 工作 储存 平板 挑 取 单 菌落 接种 培养 产生 新 的 工作 储存 平板 。 

4. cDNA 文库 滴定 

(1) 从 工作 储存 平板 (XL1-Blue 菌株 ) 挑 取 一 个 单 菌落 ,接种 到 15ml 的 LB/MgSO,/ € 
芽 糖 液体 培养 基 中 培养 ,37C，140r/min it A, d X. OD 值 为 2.0。5 000r/min 离心 
5min, 去 上 清 液 , 加 入 7.5ml 的 10mmol/L MgSO, € € , 

(2) 准备 足够 的 90-mm LB/MgSO, 平 板 。 在 培养 箱 内 预 热 至 37'C ,并 使 琼脂 表面 水 分 
挥发 完全 。 

(3) 用 1X 和 稀释 液 (dilution buffer) 稀 释 包 装 的 噬菌体 产物 至 合适 的 稀释 度 (1 : 5 到 1 : 20)。 
对 于 每 一 噬菌体 包装 产物 的 每 一 个 稀释 度 按 如 下 步骤 进行 。 

(4) 加 入 lul 稀释 噬菌体 到 20041 XL-Blue 菌 过 夜 培 养 液 ,37 和 温浴 10 一 15min。 

(5) 加 入 2ml 融化 的 LB/MgSO4 软 性 琼脂 (top agar, —45'C ) ,迅速 颠倒 混 匀 ,立即 倾倒 
在 37 的 LB/MgSO 〇 Os 平板 上 ,迅速 旋转 平板 使 软 性 琼脂 均匀 分 布 。 

(6) 室温 冷却 lOmin, 4$] Y --4& ,37'Ci& 4 6 一 18h。 周 期 性 检查 ,保证 噬 菌 斑 生 长 。 

(7) 统计 噬 菌 斑 , 计 算 噬 菌 体 的 度 (pfu/ml) 。 

(8) 滴 度 (pfu/ ml) 一 ( 噬 菌 斑 数量 X 稀 释 倍 数 XX103 则 /ml)/ 倒 平板 的 稀释 噬菌体 体积 ul. 

(9) 比较 3 个 连接 反应 的 滴 度 ,确定 最 佳 的 载体 /cDNA 比例 。 

5. 重组 子 比 例 的 测定 

按照 前 述 cDNA 文库 滴定 的 过 程 , 在 LB/MgSO, 平板 上 进行 瓦 .Coii XL1-Blue 的 
blue/white 筛选 。 在 铺 噬菌体 十 细菌 混合 物 前 ,加 IPTG 和 X-gal 到 融化 的 LB/MgSO, 平 
板 上 。 每 2ml 的 融化 的 软 性 琼脂 (top agar) ,各 加 4041 3% X-gal 和 Tul 20% IPTG。 以 形 
成 500 一 1 00078 3j sit /90mm 平板 为 目标 铺 平 板 。37 尼 温 育 5— 18h, 3 A 5) vt M side dk e 
出 现 。 由 白 ( 重 组 )/ 蓝 ( 非 重组 ) 比 例 估计 重组 效率 。 

6. cDNA 文库 扩 增 

(1). 从 初级 储存 平板 上 取 一 个 单个 的 、 分 离 的 XL1-Blue 菌落 ,接种 到 15ml LB/ 
MgSO,/ 麦 芽 糖 液体 培养 基 内 培养 。37"C ,140r/min 过 夜 ,直至 OD600 达到 2.0, 5 000r/ 
min 离心 5min。 倾 去 上 清 液 ,用 7. 5ml 10m MgSO, 悬浮 细菌 。 

(2) 按 一 个 1X10 克隆 的 文库 需要 20 个 150 mm 平板 准备 LB/MgSO, 琼脂 平板 ,在 培 
养 箱 内 加 温 至 37"C ,并 且 使 琼脂 表面 干燥 。 

(3) 准备 相应 的 足够 数量 的 装 有 5001] 过 夜 细菌 培养 液 的 4ml 管 和 足以 使 每 个 150mm 
平板 产生 6~7X104 个 噬 菌 斑 的 裂解 啦 菌 液 ,混合 。 

(4) 37'C 3 3&- 15min, 

(5) 每 管 加 入 4. 5ml 融化 的 LB/MgSO, 的 软 性 琼脂 。 
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(6) 迅速 混 匀 ,立即 把 细菌 -噬菌体 混合 物 倾倒 在 LB/ MgSO, 琼脂 平板 上 。 同 时 ,迅速 
旋转 平 亚 ,使 琼脂 均匀 分 布 在 平板 上 。 

CD 室温 冷却 平板 10min。 倒 置 平板 ,37C 温 育 6~18h, 直 至 噬 菌 斑 融合 。 

(8) 每 个 平板 加 入 12ml 1X 和 稀释 液 ,4C 放 置 过 夜 。 叭 菌 体 在 1XA 和 稀释 液 中 汇集 成 
一 个 扩 增 的 文库 溶菌 液 。 

(9) 把 平板 放 在 摇 床 上 ,室温 , 约 50r/min, d& 1h, 

(10) 把 入 噬菌体 溶菌 液 倒 入 一 个 无 菌 大 烧杯 ,形成 一 个 扩 增 的 文库 溶菌 液 。 

(11) 裂解 剩余 完整 的 细菌 细胞 ,纯化 噬菌体 产物 。 

D 混合 噬菌体 裂解 产物 。 

2) 并 倒 入 无 菌 的 50ml 聚 两 烯 离心 管 。 

3) 加 入 10ml 氨 仿 。 

4) 盖 上 盖 ，, 旋 涡 2min。 

5) 7 000r/min( 或 5 000g) 离 心 10min。 收 集 上 清 液 到 另 一 干净 的 50ml 离心 管 , 盖 紧 盖 
子 , 放 于 4C 。 

7. 扩 增 文库 的 滴定 

(1) 从 工作 储存 平板 (XL1-Blue 菌株 ) 挑 取 一 个 单 菌落 ,接种 到 20ml 的 LB/MgSO, / € 
芽 糖 液体 培养 基 ( 不 含 抗生素 ) 中 培养 。 

(2) 37'C ,140r/min 培养 过 夜 ,直至 OD600 值 为 2.0。 

(3) 5 000r/min 离心 5min, 去 上 清 液 。 

(4) 加 入 7. 5ml 的 10mmol/L MgSO, 重 悬 细胞 。 

(5) 准备 9—14 个 90 mm LB/MgSO, 平 板 。 在 培养 箱 内 预 热 至 37"C ,并 使 琼脂 表面 水 
分 挥发 完全 。 

(6) 准备 噬菌体 裂解 液 ( 文 库 ) 的 稀释 度 。 

1) 吸取 10pl 文库 裂解 液 到 Iml 的 1X 和 稀释 液 中 (稀释 液 1 = 1: 100), 

2) 吸取 lOu 稀释 液 1 到 另 一 个 lml 的 1XA 和 稀释 液 中 (稀释 液 2 = 1:10 000), 

3) 把 冬 释 液 2 和 XLI-Blue 过 夜 培养 液 按 表 11-2 配 成 4 个 组 别 放 入 离心 管内 。 


11-2. 滴 度 测定 配 比 组 成 


1X1 4f UO MRR 细菌 过 夜 培养 物 菌 体 稀 释 2 
1 100pl 2004] Syl 
2 100l 20041 1l0pl 
3 1001 200pl 20pl 

4( 对 照 》 1l00pl 200pl Opl 


(7) 370K% 15min, 

(8) 每 一 管内 加 入 3ml 融化 的 (45C)LB/MgSO, 的 软 性 琼脂 ， 

(9) 迅速 混 匀 ,并 立即 倾倒 在 一 个 LB/IMgSO 琼脂 平板 上 上。 迅速 旋转 平板 ,使 琼脂 均匀 分 布 。 
(10) 室温 冷却 10min。 

(41) 37'C 49] X 3&3. 6 一 7h。 

(12) jr ACRES SE LECT 9 ZUGE AERE C(pfu/mD, 
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滴 度 (pfu/ml) 王 ( 噬 菌 斑 数 量 X 黎 释 倍 数 X10?1l/ml)V 倒 平板 的 稀释 噬菌体 体积 ul. 
8. cDNA 文库 的 保存 ”噬菌体 文库 混合 液 内 加 入 DMSO 至 最 终 浓度 为 7 听 ,以 lml/ 管 
分 装 于 2. 0ml 冻 存 管 , 一 70C 保 存 。 


方案 3 质粒 pTriplEx2 的 插入 片段 的 验证 


1. 噬菌体 ATriplEx2 转变 为 质粒 pTriplEx2 
G) 从 工作 储存 平板 (BM25. 8 菌株 ) 挑 取 一 个 单 菌 落 , 接 种 到 10ml 的 LB 液体 培养 基 
(50ml 试管 ) 中 培养 。31'C ,150r/min 培养 过 夜 , 直 至 ODim 值 王 1. 1 一 1.4。 
(2) 加 100pl 1mol/L 的 MgCl]: 溶 液 到 10ml BM25. 8 菌株 的 过 夜 培养 物 中 。 
(3) 从 二 级 或 三 级 筛选 平板 中 , 挑 取 一 个 完全 分 离 的 明确 的 噬 菌 斑 到 3504] 的 1X E 
FE VIA ae go 5] vL BELS77C REIR. 3 一 4h, 或 4C 过 夜 , 制 成 噬菌体 稀释 液 。 
(4) 在 一 个 20ml 试管 内 混合 2001 过夜 细菌 培养 物 和 150Hl 噬菌体 稀释 液 。 
(5) 31C 静 止 温 浴 30min, 
(6) 加 400 ul LB 液体 培养 基 。 
(7) WRA, 225r/min, 31'C i$ 4 1h, 
(8) 取 1—10gul 上 述 感染 细胞 涂 于 LB/ 羧 某 西 林 平 板 ,31C 培 养 过 夜 。 
(9) 从 每 一 个 克隆 中 , 挑 取 分 离 的 单 菌落 数 个 ,用 CTAB 法 提取 质粒 DNA 并 电泳 确 
认 。 质 粒 供 限 制 性 内 切 酶 酶 切 及 直接 测序 使 用 。 
2. CTAB 法 抽 提 质粒 
(1) 用 无 菌 牙 签 挑 取 分 离 的 单 菌落 接种 到 5ml LB 液体 培养 基 ( 含 100ug/ml Amp) 中 ， 
37 闪 振荡 培养 12h 至 对 数 生 长 后 期 。 
(2) 将 1. 5ml 过 夜 培养 菌 液 加 入 1. 5ml Eppendorf 管 中 ,12 000r/min 离心 30s, 弃 去 上 
清 液 , 将 离心 管 倒 置 使 上 清 液 全 部 流 尽 。 
(3) 加 入 200 ul STET( 含 糖 ) ,充分 悬浮 菌 体 , 加 入 4pl 溶菌 酶 (10 mg/ml) ,颠倒 混 匀 ， 
室温 放置 5min。 
(4) 沸水 者 50s,12 000r/min 离心 10min。 
(5) 用 牙签 去 除 沉 淀 , 上 清 液 加 入 5p] RNA 酶 (10mg/ml) , (49/35 4] , 
(6) 68'C KX 10min, 加 入 10] CTAB(5746,W/V ,水 ), 混 科室 温 放 置 3min,12 000r/ 
min 离心 5min。 
(7) 沉淀 悬浮 于 300pl 1. 2mol/L NaCl 溶液 中 ,旋涡 混 匀 。 
(8) 加 入 75011 无 水 乙醇 ,室温 放置 5min,12 000r/min 离心 2min。 
(9) 沉淀 用 500u1 70% LARE E 7p 26,12 000r/min 离心 2min。 
(10) 沉淀 于 空气 或 温 箱 中 和 干燥 后 ,溶解 于 20kl TE 或 ddH;O 中 。 
(1D STET 配方 ; 
895 (W/V) j£ 3& 
595 (V/V)Triton X-100 
50mmol/L EDTA(pH8. 0) 
50mmol/L Tris-HCICpH8. 0) 
(12) 过 滤 除 菌 , 并 于 4C 保 存 。 
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3. FRA] E Po IE Sfi I 消化 和 电泳 
CD 在 一 新 的 1. 5ml 离心 管内 混合 下 列 组 分 ， 


14. 3pl H;O 

3ul 质粒 (pTriplEx2)DNA 
21l 10X Sfi 13$ ik. 

0. 5pl Sfi I20U/uD 

0. 29] 100X BSA(1ug/uD 

总 体积 为 20ul. 


(2) 352 ,50'C 3x39 2h. 
(3) 各 取 5pl 电泳 ,以 1kb DNA MarkerCMBI, Lithuania) 4F *J RR , 


4.2 部 分 重组 pTriplEx2 质粒 的 测序 和 EST 序列 分 析 


重组 质粒 的 3 端 序列 直接 用 T7 引物 ,在 ABI 377 DNA 测序 仪 (Applied Biosystems, 
USA) 上 测序 。 

原始 EST 序列 用 VecScreen 程序 (NCBI) 分 析 ,去 除 载 体 序列 (pTriplEx2) ,然后 除去 
引物 序列 (5” PCR primer 和 CDS [II/3' PCR primer,Clontech,USA) 。 得 到 的 稳 冶 病菌 附 
着 胞 阶段 的 cDNA 的 EST 序列 用 BioEdit 序列 (Hall, 1999) 进 行 contig 重组 。 处 理 过 的 
EST 序列 分 别 在 GenBank 数据 库 、Phytopathogenic Fungi and Oomycete Database in CO- 
GEME (http://cogeme. ex. ac. uk/index. html) , Magnaporthe grisea Database (http:// 
www. broad. mit. edu/ annotation/fungi/ magnaporthe) 用 BLAST 程序 (Altshul et al. , 
1997) 进 行 相似 性 分 析 。 


5 抑制 差 减 杂交 技术 


通过 cDNA 消减 杂交 的 方法 剔除 相同 基因 而 将 差异 表达 基因 富 集 后 形成 的 文库 ,可 将 
参与 生命 现象 的 特征 性 基因 完整 纳入 文库 进行 研究 ,对 从 基因 角度 认 知 生命 现象 具有 重要 
价值 。 基 于 差 碱 抑制 杂交 (suppression subtractive hybridization, SSH) 的 方法 构建 差 减 
cDNA 文库 是 近年 来 发 展 起 来 的 进行 功能 基因 组 学 研究 的 有 效 方法 之 一 ,通过 一 次 差 减 杂 
交 可 使 低 丰 度 的 序列 (mRNA) 得 以 高 于 1 000 售 的 富 集 , 有 效 的 选择 性 扩 增 目标 序列 ,同时 
抑制 非 目 标 序列 的 扩 增 ,因此 ,在 分 离 基 因 特 别 是 分 离 低 丰 度 差异 表达 基因 方面 具有 更 广 
阔 的 应 用 前 景 。 


5.1 抑制 差 减 杂 交 技 术 的 基本 原理 及 主要 步 又 


由 于 抑制 差 减 杂交 技术 在 试验 组 的 cDNA. 在 进行 杂交 之 前 等 分 的 两 份 加 有 不 同 的 接 
头 ,因此 杂交 时 将 产生 a b.c d 和 e 等 5 种 不 同类 型 的 分 子 (图 11-1) , 当 采 用 与 两 个 不 同 接 
头 序列 互补 的 引物 进行 PCR 扩 增 时 ,只 有 目标 序列 得 到 有 效 扩 增 , 非 目 标 序列 因 两 端 存在 
反 向 重复 序列 ,退火 时 易 产 生 类 似 “ 发 夹 ”的 结构 ,无 法 与 引物 配对 , 扩 增 受到 抑制 。 抑 制 差 
减 杂 交 (SSH) 技 术 的 主要 步骤 有 : 
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(1) cDNA 的 合成 酶 与 酶 切 ; 

(2) 试验 组 cDNA 分 成 两 份 ,并 与 两 个 不 同 的 接头 连接 ; 
(3) 试验 组 的 cDNA 与 过 量 的 驱动 组 cDNA 杂交 

(4) 选择 性 PCR 扩 增 与 接头 相连 的 试验 组 cDNA 分 子 ; 
(5) 克隆 PCR 产物 ,构建 差 减 文库 ; 


(6) 筛选 文库 。 
具有 接头 1 的 Tester cDNA Driver cDNA( 过 量 ) 具有 接头 2R 的 Tester cDNA 
——— El ———— ————— 
— n OO — 


第 一 次 杂交 





第 二 次 杂交 : 混合 样品 ， 
加 入 新 的 变性 driver， 退 火 


-一 一 em 
| sons 
à B ———— 一 


[ma 引物 进行 PCR 扩 增 


ad 没有 扩 增 


DO ov serm 
c 线性 扩 增 
ám c 指数 扩 增 


3 E as; 
= 


11-1 抑制 差 碱 杂交 技术 的 基本 原理 示意 图 
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5.2 SSH 技术 的 优点 


SSH 技术 与 其 他 差异 显示 技术 相 比 具有 明显 的 优越 性 : 

COD 假 阳 性 率 大 大 降低 :与 差异 显示 RT-PCR, 即 DDRT-PCRCmRNA differential dis- 
play reverse transcription PCR) 相 比 ,SSH 的 阳性 率 可 达 94% ,这 是 由 它 的 两 步 杂 交 和 两 
次 PCR 所 保证 的 。 

(2) 高 敏感 性 :在 DDRT-PCR 和 RDA Crepresentational difference analysis) 中 , 低 丰 度 的 
mRNA 一 般 不 易 被 检 出 ,SSH 方法 所 做 的 均等 化 和 目标 片段 的 富 集 , 保 证 了 低 丰 度 mRNA 也 
可 能 被 检 出 。 

(3) 速度 快 ,效率 高 :一 次 SSH 反应 可 以 同时 分 离 几 十 或 数 百 个 差异 表达 基因 。 在 
高 等 生物 一 个 细胞 中 仅 有 15% 的 基因 表达 ,其 表达 的 变化 是 调控 细胞 生命 活动 过 程 的 核 
心机 制 ,通过 比较 同一 类 细胞 在 不 同 生理 状态 下 或 在 不 同 生长 发 育 阶 段 的 基因 表达 差 
异 , 可 为 分 析 生 命 活动 过 程 提供 重要 信息 。 在 稻 瘟 病菌 中 ,SSH 技术 也 被 用 来 研究 附着 
胞 阶段 基因 表达 变化 (Asiegbu et al. ,2004)。 稻 瘟病 菌 具 有 11 108 个 基因 (http:// 
www. broad. mit. edu/ annotation/ fungi/magnaporthe /genome stats. html) ,在 每 个 发 育 阶 
段 表 达 的 基因 仅 是 其 中 的 一 部 分 。 而 附着 胞 是 稻 瘟 病菌 的 侵 染 结构 ,在 附着 胞 阶段 表达 
的 基因 与 稻 瘟 病菌 的 致 病 性 密切 相关 。 因 此 ,与 突变 子 文库 构建 和 筛选 .<DNA 文库 测序 
及 其 他 差 减 文库 相 比 ,利用 SSH. 技术 可 以 比较 容易 地 找到 大 量 参与 稻 冶 病菌 附着 胞 形 
成 ,成熟 \ 穿 透 , 侵 人 生长 等 生理 过 程 的 基因 ,包括 在 附着 胞 发 育 、 穿 透 过程 中 起 关键 作用 
的 基因 。 


方案 4 TEGERE UE SSH 差 减 文库 的 构建 


设备 与 试剂 : 

1. Clontech PCR-Select™ cDNA 提取 试剂 盒 Clontech 公司 。 

2. 酚 / 和 氯仿/ 异 太 醇 (25 : 24 : 1) 。 

3. K/A RECA : D, 

4. BD Advantage!" 2 聚合 酶 混合 物 “Clontech 公司 , 

5. 80% 乙醇 溶液 和 96 上 乙醇 溶液 。 

6. I0mmol/L dNTP 混合 物 。 

7. Alu 工 限制 性 内 切 酶 。 

8. CM 固体 培养 基 和 CM 液体 培养 基 。 

9. LB 培养 基 ( 配 方 见 第 一 章 ) 。 

10. Trizol 试剂 ”MRC 公司 。 

方法 与 步骤 : 

1. RNA 提取 和 分 析 

(1) 稻 瘟 病菌 附着 胞 总 RNA :使 用 第 二 章 提 取 的 稻 瘟 病菌 附着 胞 总 RNA( 见 第 二 章 ) 。 
(2) HEAT, A RNA 的 提取 和 分 析 

D 3t 1X 10* 44848 8 18 36.-F- 0. 5g AHO. 5g 液体 培养 菌 丝 混 合 。 
2) mH SUD E LOCARE RUBER. 
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3) 加 入 20ml Trizol, 室温 放置 5min, 使 其 充分 裂解 。 

4) 8 500r/min 离心 5min, 弃 去 沉淀 。 

5) 按 200p] $45 /ml Trizol 加 入 氨 仿 ,振荡 混 匀 15s, 室温 放置 3min, 
6) 4'C,8 500r/min 离心 15min, 

7) 吸取 上 层 水 相 , 至 另 一 离心 管 中 。 

8) 按 0. 5ml 异 丙 酵 /ml Trizol 加 入 异 琴 醇 混 匀 ,室温 放置 10min。 

9) 4'C,8 500r/min 离心 10min, 齐 上 清 液 ,RNA 沉 于 管 底 。 

10) 按 1ml 75% 乙 醇 溶液 /ml Trizol 加 入 75% 乙 醇 溶液 ,温和 振荡 离心 管 ,悬浮 沉淀。 
11) 4'C,6 500r/min 离心 5min, KEA LAR. 

12) »k.E8& T- 10min。 

13) 用 适量 HzO( 约 1004D $A RNA 样品 。 

14) à OD 值 定量 RNA ÀJ. 

15) —70'C A, 

16) RNA 甲醛 电泳 。 

2. 长 距离 PCR 法 合成 cDNA( 见 cDNA 文库 构建 ) 

(1) cDNA 第 一 链 合成 。 

(2) 长 距离 PCR 法 cDNA F H, 

(3) A K 消化 和 纯化 。 

3. Alu 工 限制 性 内 切 酶 消化 

(1) 按 表 11-3 的 用 量 将 试剂 分 别 加 入 2 个 离心 管 ， 


表 11-3 Alu 工 限制 性 内 切 酶 消化 体系 的 组 成 


ds 待 测 cDNA 


43. Sul 


5. Opl 


1. 5pl 








ds 驱动 cDNA 





ds cDNA 43. 5pl 


10X Alu I 限制 性 酶 缓冲 液 5. Opl 





Alu 1(10U/pl) 


(2) 3t 3,5] , 48 35 3 5,37 C iR 39-1. 5h, 

(3) J& Sul 酶 解 液 放 于 一 边 , 供 最 后 电泳 验证 酶 解 效果 使 用 。 
(4) 加 入 2. 5p] 20XEDTA/ 糖 原液 终止 反应 。 

(5) 加 入 50ul 酚 / 氨 仿 / 异 成 酵 (25 : 24 : 1)。 

(6) 涡 旋 混 匀 。 

(7) 14 000r/min 离心 10min, 分 相 。 

(8) 吸取 上 层 水 相 转移 到 另 一 干净 的 0. 5ml 离心 管 。 

(9) 加 入 50ul 氨 仿 / 异 成 酵 (24 : 1), 涡 旋 混 习 。 

(10) 14 000r/min 离心 10min, 分 相 。 

QD 吸取 上 层 水 相 转 移 到 另 一 干净 的 0. 5ml 离心 管 。 

(12) 加 入 25g] 4mol/L NH4OAc 和 187. 5yl 的 95% C BEER CR 4 — 20'C HR), 
(13) 涡 旋 混 匀 完全 。 


- 160 。 丝 状 真菌 分 子 细 胞 生物 学 与 实验 技术 


(14) 室温 14 000r/min 离心 20min, 

(15) 仔细 移 去 上 清 液 。 

(16) 用 200,41 80 和 乙醇 溶液 轻 轻 和 覆盖 沉淀 洗涤 。 

(17) 14 000r/min 离心 5min, 

(18) 和 仔细 移 去 上 清 液 。 

(19) 空气 干燥 5 一 10min。 

(20) 用 5. 5u] H:O 溶解 ,一 20 人 保存 。 

电泳 验证 第 4 步 的 酶 解 液 的 酶 解 效果 。 

4. 接头 连接 

(1) M Syl H:O 稳 释 lul Alu I 酶 解 的 待 测 cDNA( 试 验 cDNA), 

(2) 准备 足 量 的 连接 用 的 Master 混合 物 : 在 0. 5ml 离心 管 中 加 入 表 11-4 所 列 成 分 : 

(3) 把 待 测 cDNA 分 成 2 管 (0.5ml 离心 RIS ”连接 反应 体系 的 其 他 成 分 用 量 
管 , 待 测 1-1 和 待 测 1-2) ,在 每 一 个 待 测 cDNA. 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 





管 号 1 2 
中 依次 加 入 表 11-5 列 成 分 ,吸管 混 匀 。 组 分 GNI SNI2 
表 11-4 Master Mix 的 体系 组 成 稀释 的 待 测 cDNA 2ul 2ul 
1 个 反应 。 ”接头 1(10pmol/L) 2ul 一 
ak ——————— —— — 31 接头 2RCOmol/L) -= 2l 
5X 连 接 缓冲 液 24 Master 混合 物 6pl Sul 


T4 DNA 连接 酶 (400U/pl, 含 3mmol/L ATP) lpl 终 体积 10pl 10pl 


接头 1 和 接头 2R 的 序列 : 
接头 1: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCTOGAGOGGOCGOCOGGGCAGGT -3 
3'-GGCCCGTCCA-5' 
接头 2R: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGOGGCOGAGGT -3 
3'-GCCGGCTCCA-5' 
(4) 在 一 新 的 离心 管内 , 混 匀 2ul 待 测 1-1 和 待 测 1-2, 混 匀 后 该 管 为 非 差 减 的 待 测 对 
照 1-C, 用 于 连接 效率 的 测定 。 大 约 有 1/3 的 cDNA 分 子 具有 两 个 不 同 的 接头 。 
(5) 短暂 离心 ,16 欠 温浴 过 夜 (培养 箱 内 )。 
(6) 加 入 1ul EDTA/ 糖 原 停止 连接 。 
(7) 72'C 温 浴 5min, 使 连接 酶 失 活 。 
(8) 短暂 离心 。 
(9) 分 别 移 lul 的 非 差 减 的 待 测 对 照 1-C 到 新 的 离心 管 ,并 用 HO 稀释 到 ml, 这些 
样品 作对 照 PCR A. 
(10) 一 20 记 保存 样品 。 
(1D 连接 效率 分 析 。 
5. 第 一 次 差 减 杂交 
(1) 4X 杂 交 缕 冲 液 先 在 室温 放置 15~20min, 若 有 沉淀 , 则 37'C Ju d& 10min 溶解 沉淀 。 
(2) 在 0.5ml 离心 管 (tester) 中 依次 加 入 表 11-6 所 列 成 分 : 
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表 11-6 第 一 次 差 碱 杂交 体系 组 成 


成 分 杂交 样品 1 杂交 样品 2 
Alu I 一 酶 切 driver cDNA 1, 5ul 1. 5pl 
接头 1 一 酶 切 待 测 1-1 1. 5pl 一 
接头 2R 一 酶 切 待 测 1-2 站 1. 5pl 
4X 杂 交 缓 冲 液 1. Opl 1. Opl 
终 体 积 4. Opl 4. Opl 


(3) 用 一 滴 矿 物 油 履 盖 , 稍 离心 。 

(4) 98'C i$3& 1. 5min(PCR 仪 )。 

(5) 68'Ciài9 8h 左右 (PCR 30 GE 6h—12h z ig), 

6. 第 二 次 差 减 杂交 

COD 第 一 次 差 减 杂交 结束 后 ,立即 进行 第 二 次 差 减 杂交 。 

(2) 第 一 次 差 减 杂 交 产 物 不 要 再 变性 ,不 能 离开 PCR 仪 太 长 时 间 。 
(3) 加 入 下 列 成 分 于 一 新 的 无 菌 离心 管 ， 


Driver cDNA ll 
AX Ie XAR lul 
无 菌 水 2ul 


(4) RER lul 混合 物 于 0. 5ml 线 管 , 用 一 滴 矿 物 油 履 盖 。 

(5) 98°C% 1. 5min(PCR 仪 )。 

(6) 把 上 述 离心 管 从 PCR 仪 拿 出 ,使 用 下 列 步骤 同时 混合 driver cDNA 和 杂交 样品 1 
和 2, 保 证 只 有 在 新 变性 的 driver 存在 的 条 件 下 混 匀 两 个 杂交 样品 。 

1) HR EA» JE 7 15g. 

2) 轻 轻 地 把 枪 头 插 到 杂交 样品 2 的 矿物 油 / 样 品 界面 以 下 。 

3) 和 仔细 吸取 全 部 样品 液 ( 有 点 矿物 油 没 有 关系 )。 

4) 枪 头 从 离心 管 中 拿 出 。 

5) 吸取 一 小 点 空气 。 

6) 使 样品 液 下 有 一 层 空 气 。 

7) 再 轻 轻 地 把 枪 头 揪 到 新 变性 的 driver cDNA 的 矿物 油 / 样 品 界面 以 下 。 

8) 仔细 吸取 全 部 样品 液 。 

9) 枪 头 从 离心 管 中 拿 出 。 

10) 吸取 一 小 点 空气 。 

11) 使 样品 液 下 有 一 层 空气 。 

12) 把 整个 混合 物 转移 到 含 杂交 样品 1 的 离心 管 中 。 

13) AARI. 

C) WRS, 

(8) 68 人 温浴 过 夜 (PCR 仪 )。 

(9) 加 200,1 稀释 液 到 离心 管 中 , 吹 吸 混 匀 。 

(10) 68 温浴 7min(PCR 仪 ) 。 
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(11) —20'C4X 4, 

7. PCR £5 

(D 准备 PCR 模板 。 

取 lul 稀释 的 cDNA( 差 减 与 未 差 减 的 cDNA) 到 相应 的 标记 的 PCR 管内 。 
(2) 准备 第 一 次 PCR 反应 用 的 Master 混合 物 , 依 次 混合 表 11-7 所 列 成 分 。 


表 11-7 第 一 次 PCR 反应 体系 的 组 成 成 分 








组 分 反应 体积 (pl) 
元 菌 水 19.5 
10XPCR 反应 缓冲 液 2.5 
dNTP 混合 物 (10mmol/L) 0.5 
PCR 引物 1C10um) 1.0 
50X Advantage'M 2 聚合 酶 0.5 
总 体积 24.0 





(3) 涡 旋 混 匀 ，, 稍 离心 。 

(4) 在 第 一 步 的 PCR 管内 各 加 入 244] 的 Master 混合 物 。 

(5) 履 盖 50u] 矿物 油 。 

(6) 在 PCR 4 7o,75'C ,5min, 延 伸 接头 。 

(7) 不 要 取出 PCR 管 ,立即 在 PCR 仪 (GeneAmp 9700) 内 开始 PCR 循环 。 
94'C 25s,1 个 循环 ; 
94'C 10s,68'C 30s,72'C 1. 5min,27 个 循环 。 

(8) 取 8u] PCR 反应 液 在 2.0% 琼 脂 糖 /EB 胶 上 电泳 分 析 。 

(9) 取 3u] PCR 反应 液 ,加 入 2790] H;O 稀释 。 

(10) 取 lul 上 述 稀释 的 第 一 次 PCR 产物 混合 物 到 一 新 的 标记 的 PCR 管 中 。 

(11) 按 表 11-8 的 用 量 准备 第 二 次 PCR 用 的 Master 混合 物 。 


表 11-8 第 二 次 PCR 反应 体系 的 组 成 成 分 


组 分 反应 体积 (jp1) 
无 菌 水 NEM 18.5 本 
10X PCR 反应 缓冲 液 2.5 
HA PCR 引物 1(10pm) 1.0 
MA PCR 引物 2R(10pm) 1.0 
dNTP 混合 物 (10mmol/L) 0.5 
50 X Advantage!M 2 WAW 0.5 
总 体积 24.0 


——————————————— —— —— —— 


(12) RA, fh Sis, 
(13) R 244] Master 混合 物 加 入 第 十 步 的 PCR 管 中 。 
Q0 用 1 滴 矿 物 油 履 盖 。 
(15) 立即 进行 PCR 循环 。 
10—12 个 循环 :94°C 105;68'C 30s;72'C 1.5min。 
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(16) 8ul PCR 反应 液 在 2.0% 琼 脂 糖 /EB 胶 上 电泳 分 析 。 
(17) PCR 反应 液 一 20C 保 存 。 

8. PCR 反应 液 与 PBS- 工 载体 (上 海 生 工 ) 的 连接 与 转化 
(1) 依次 混合 表 11-9 所 列 成 分 : 


表 11-9 PCR 反应 产物 与 pBS-T 载体 的 连接 体系 








组 分 反应 体系 Cpl) 
PBS-T Rik (25ng/pl) 2 
PCR 产物 x 
10X PCR 缓冲 液 1 
T4 DNA 连接 酶 3U 
ddH;O 4—x 
总 体积 10 
(2) 混 匀 ,离心 。 
(3) ACERA. 


(4) 转化 。 

9. E. Coli DH5a 感受 态 细胞 的 制备 

(1) 准备 Inoue 转化 缓冲 液 ( 使 用 前 在 冰 上 预 冷 ) 。 

1) 0. 5mol/L 的 PIPESCpH6. 7) 溶 液 的 配制 :将 15. 1g PIPES 溶 于 80ml HOCMilli-Q) 中 。 

2) 用 5mol/L KOH 38 pH X. 6. 7, 

3) 最 后 加 纯 水 。 

4) 定 容 至 100mj。 用 预先 高 压 灭 菌 处 理 的 0. 45pm 孔径 滤 膜 过 滤 除 菌 。 分 成 小 份 于 
—20'C 4 4. 

5) Inoue 转化 缓冲 液 的 配制 ;将 表 11-10 所 列 组 分 溶 于 800ml 纯 水 中 。 

6) 然后 加 20ml 0. 5mol/L 的 PIPESC(pH6. 7), 

7) 加 纯 水 定 容 至 1L。 


X 11-10 Inoue 转化 缓冲 液 的 配方 





试剂 需要 量 /L Ac nr 
MnCl: * 4H;0 10. 88g 55 mmol/L 
CaCl; - 2H;0 2. 20g 15 mmol/L 
KCl 18. 65g 250 mmol/L 
PIPES(O0. 5mol/L, pH6. 7) 20ml 10 mmol/L 
H;O 加 到 1L 





8) 用 预先 高 压 灭 菌 处 理 的 0. 45pm 孔径 滤 膜 过 滤 除 菌 。 分 成 小 份 于 一 20 包 保存 。 

(2) 挑 取 一 个 经 37'C 3&3 16—20h 平 到 上 的 单 菌落 (直径 2 一 3mm) 。 

(3) 接种 至 250ml = A Ata P th 25ml SOB 培养 液 中 

(4) 37°C 250—300r/min 培养 6 一 8h。 

(5) 晚上 约 6 点 钟 ,将 上 述 初 始 培养 液 接种 于 3 个 盛 有 250ml SOB 培养 液 的 1L 三 角 
烧瓶 中 ,第 一 个 加 10ml, 第 二 个 加 4ml, 第 三 个 加 2ml, 于 18'C 中 速 摇 床 培养 过 夜 。 
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(6) 次 日 早上 ,测量 三 个 培养 物 的 ODeoo 值 ,每 45min 测定 一 次 。 

(7) 当 培 养 物 的 ODio 一 0. 55 时 ,将 培养 瓶 置 于 冰 上 10min, 弃 去 另 两 瓶 培养 物 。 

(8) 4'C,3 100r/min 离心 10min 收集 菌 体 。 

(9) 倒 去 培养 液 , 将 离心 管 倒 扣 在 吸水 纸 上 2min 以 吸 干 剩余 液体 。 

(10) 用 80ml 预 冷 的 Inoue 转化 缓冲 液 重 悬 细菌 沉淀 ( 轻 轻 旋转 ,不 要 吹 吸 混 匀 )。 

(11) 4'C,2 500g( 或 3 100r/min) 离心 10min 收集 菌 体 。 

(12) 倒 去 上 层 缓冲 液 , 将 离心 管 倒 扣 在 吸水 纸 上 2min 以 吸 干 剩余 液体 。 

(13) 用 20ml 预 冷 的 Inoue 转化 缓冲 液 重 悬 细菌 沉淀 ( 轻 轻 旋 转 , 不 要 吹 吸 混 匀 )。 

(14) 加 1. 5ml DMSO。 轻 轻 混 匀 细菌 悬 液 , 放 于 冰 上 10min, 

(15) 迅速 将 细菌 是 液 分 装 到 冷却 的 无 菌 1. 5ml 离心 管 (200p1/ 管 ) 中 , 封 紧 管 口 。 

(16) 没入 液 氮 中 快速 冰冻 感受 态 细胞 。 一 70 人 保存 。 

10. 感受 态 细胞 的 转化 

(1) 从 冰箱 中 取 100pl 感受 态 细胞 悬 液 , 放 置 冰 上 解冻 。 

(2) 加 入 DNA 连接 液 (5pl) , 轻 轻 摇 匀 ，, 冰 上 放置 30min, 

(3) 42 亿 水浴 中 热 击 90s, 热 击 后 迅速 置 于 冰 上 冷却 3 一 5min。 

(4) 向 离心 管 中 加 入 0.8ml LB 液体 培养 基 ( 不 含 Amp). 

(5) 混 匀 后 37C M 3 (B0r/min) 3& Jf- 1h, 使 细菌 恢复 正常 生长 状态 ,并 表达 质粒 编码 的 
抗生素 抗 性 基因 (Ampr) 。 

(6) 将 上 述 菌 液 5 000r/min 离心 30s, 倒 掉 部 分 培养 基 , 保 留 约 30011. 

C) 3.583 100g iol 4e Amp(100,g/ nD 5 & 393-0. Sh 

(8) AREOLA RRRA 49) 3 33 Jj m. ,37 03€ J- 16— 24h. 

(9) 挑 取 和 白色 克隆 ,LB 液体 培养 ,保存 。 进 行 下 一 步 的 插入 片段 验证 和 测序 。 

11. X-gal 和 IPTG 直接 用 于 琼脂 平板 

(1) 在 含 适当 抗生素 的 预制 90mm 琼脂 平板 中 央 滴 加 40 pl 376 X-gal 和 7 ul 2076 
IPTG(150mm 琼脂 平板 中 央 滴 加 100 ul 3% X-gal 和 20 ul 20% IPTG). 

(2) 用 一 个 无 菌 的 涂 布 器 涂 匀 。37C 温 浴 直 至 全 部 液体 吸收 。 

(3) 接种 需要 鉴定 的 细菌 。 

(4) 待 接种 液 完全 吸收 后 ,37 人 颠倒 培养 12 一 19h。 

(5) 取出 平板 于 4C 放 置 数 小 时 , 待 蓝 色 充 分 显 色 。 

(6) 鉴定 重组 克隆 (白色 )。CTAB 法 抽 提 质粒 见 cDNA 文库 构建 。 

12. 重组 质粒 的 测序 和 EST 序列 分 析 

(1) 重组 质粒 的 插入 片段 序列 直接 用 T7 引物 ,在 ABI 377 DNA 测序 仪 (Applied Bio- 
systems, USA) 上 测序 。 

(2) 原始 EST 序列 用 VecScreen 程序 (NCBI) 分 析 , 去 除 载体 序列 (PTriplEx2) ,然后 除 
去 接头 序列 (接头 1 和 接头 2R,Clontech,USA)。 得 到 的 稻 间 病菌 附着 胞 cDNA 差 减 文库 
的 EST 序列 用 BioEdit 序列 (Hall,1999) 进 行 contig 重组 。 处 理 过 的 EST 序列 先 在 Mag- 
naporthe grisea Database (http://www. broad. mit. edu/annotation/fungi/ magnaporthe) 
用 BLAST version 2. 2. 1C Altshul et al. ,1997) 进 行 相 似 性 联 配 。 一 旦 确定 与 EST 序列 相 
对 应 的 DNA 基因 组 序列 后 ,对 于 对 应 同一 基因 的 EST 序列 (一 条 或 多 条 ) 进 行 归 类 ,并 指 
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定 其 中 最 长 的 一 条 EST 序列 为 代表 进行 下 面 的 相似 性 联 配 。 上 述 处 理 过 的 EST 序列 分 别 
在 GenBank 数据 库 (Blast 2. 2. 8) , Phytopathogenic Fungi and Oomycete Database in CO- 
GEMEKChttp: / /cogeme. ex. ac. uk/index. html) (Blast 2. 2. 5) Y] BLASTN 和 BLASTX 程 
f CAltshul et al. ,1997) 进 行 相似 性 联 配 ,并 对 结果 进行 分 析 。 

13. SSH. 差 减 文库 克隆 的 RT-PCR 分 析 

(1) cDNA 的 合成 。 

(2) 使 用 前 述 稳 瘟 病菌 附着 胞 差 减 文库 的 长 距离 PCR 法 合成 的 cDNA(Clontech,USA) 。 

(3) 引物 的 设计 ,根据 稳 间 病菌 附着 胞 差 减 文库 的 EST 序列 或 从 稻 沪 病菌 基因 组 文库 
(http://www. broad. mit. edu/annotation/fungi/ magnaporthe) 获 得 的 相应 基因 的 蛋白 编 
码 序 列 ,使 用 DNAStar 的 PrimerSelect 程序 设计 RT-PCR 引物 。 

(4) 准备 RT-PCR 反应 用 的 Master Mix, 在 每 一 个 标记 的 PCR 管内 依次 混合 表 11-11 
所 列 成 分 。 


表 11-11 IRT-PCR 反应 体系 的 组 成 


组 分 附着 胞 RT-PCR(Hl) HF Ht RT-PCRC4D 

无 菌 水 14. 6 14. 6 

10X PCR 反应 缓冲 液 2.5 2.5 

dNTP 混合 物 (1mmol/L) 5.0 5.0 

MgCl; (25mmol/L) 1.5 1.5 

ds cDNA( 附 着 胞 ) 0.5 一 

ds cDNA (Hitt HF) zx: 0. 5 

Taq 聚合 酶 (5UVpl) 0.5 0.5 

总 体积 24.6 24.6 





(5) 涡 旋 混 匀 ，, 稍 离心 。 
(6) 在 上 述 每 一 个 标记 的 PCR 管内 各 加 入 相应 的 PCR 引物 : 
0. 2ul 引物 1(F) 
0. 2ul 引物 2CR) 
312] ,fR s, 
(7) 在 PCR f CGeneAmp 9700) 上 立即 开始 PCR 循环 ; 
95'C lmin,1 个 循环 ; 
95 30s,55'C 30s,72'C 30s,35 个 循环 ， 
72'C 2min。 
(8) 取 5y] PCR 反应 液 在 1.2% 琼 脂 糖 /EB 胶 上 电泳 分 析 。 


6 丝 状 真菌 细胞 自 叹 及 其 研究 方法 


细胞 内 的 物质 主要 有 2 种 降解 的 途径 ,一 种 是 通过 蛋白 酶 体 被 降解 , 另 一 种 就 是 通过 自 
噬 的 作用 ,蛋白酶 体 主要 降解 细胞 内 的 短 寿 命 蛋白 ,而 细胞 自 噬 则 负责 长 寿命 蛋白 和 一 些 
细胞 器 (如 线粒体 等 ) 的 降解 利用 。 细 胞 自 喉 是 广泛 存在 于 真 核 细 胞 内 的 一 种 溶 酶 体 依 赖 


。166 。 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 


性 降解 大 分 子 物 质 的 途径 ,在 饥饿 条 件 下 , 它 可 以 降解 细胞 内 长 寿 蛋 白 和 细胞 器 ,降解 产物 
再 被 细胞 重新 利用 。 因 此 ,细胞 自 蜂 在 细胞 发 育 、 细 胞 免疫 、 组 织 重 塑 及 对 环境 适应 等 方面 
有 着 十 分 重要 的 作用 。 

细胞 自 鸣 现象 (autophagy) 最 早 是 于 1962 年 在 显微镜 下 发 现 的 ,autophagy 一 词 来 源 
于 希腊 语 ,auto 指 自 身 ,phagy 是 吃 的 意思 ,所 以 autophagy 意 为 自体 吞噬 。 细 胞 自 噬 是 细 
胞 内 的 物质 成 分 被 自身 溶 酶 体 降 解 过 程 的 统称 , 它 是 真 核 细胞 所 特有 的 , 自 噬 被 诱导 后 , 细 
胞 开始 在 胞 浆 中 形成 300 一 900nm 大 小 的 多 层 液 泡 ,其 中 包 右 着 将 要 被 降解 的 物质 ,随后 液 
泡 与 溶 酶 体 结合 , 液 泡 中 的 底 物 在 酸性 环境 和 溶 酶 体 酶 的 共同 作用 下 被 降解 ,例如 和 蛋白质 
被 分 解 为 氨基 酸 、 核 酸 被 分 解 为 核 苷 酸 等 。 


6.1 细胞 自 叹 的 类 型 


细胞 自 喉 过 程 是 进化 上 保守 的 过 程 ,根据 底 物 进入 溶 酶 体 途 径 的 不 同 , 可 以 将 细胞 自 
WEM 3 种 类 型 : 微 自 噬 (microautophagy) E Á i$ (macroautophagy) 和 分 子 伴侣 介 导 的 
A CCMA , chaperone-mediated autophagy) 。 巨 自 叭 即 通常 所 指 的 细胞 自 噬 , 胞 质 成 分 被 
一 种 非 溶 酶 体 来 源 的 膜 所 包 绕 ,形成 自 噬 体 (autophagosome) 或 自 叭 泡 , 双 层 膜 的 小 泡 - 
“ 自 鸣 泡 ? 的 形成 是 这 一 过 程 的 显著 标志 ,这 种 自 鸭 体 的 膜 有 可 能 来 源 于 预先 形成 的 小 的 腊 
结构 ( 自 吹 体 前 体 或 自 哈 轨 )。 形 成 的 自 噬 体 外 膜 进 而 与 溶 酶 体 融 合成 垦 合 的 双 体 细胞 器 ， 
进入 溶 酶 体腔 内 的 自 噬 体 内 膜 很 快 就 被 降解 ,这 使 得 溶 酶 体 水 解 酶 可 以 接触 内 化 的 底 物 从 
而 将 其 降解 。 在 微 自 吹 中 也 发 生 相 同 的 包 绕 过 程 ,但 包 线 底 物 的 是 自身 发 生 内 陷 的 溶 酶 体 
膜 。 由 分 子 伴侣 介 导 的 自 哄 中 ,可 溶性 胞 质 蛋 白 选择 性 地 结合 于 溶 酶 体 膜 表面 的 受 体 ,从 
而 调节 其 向 溶 酶 体腔 隙 的 转运 。 这 种 选择 性 依赖 于 对 底 物 氨基 酸 序 列 中 一 种 靶 向 信和 号 的 
识别 ,通常 由 胞 质 内 的 分 子 伴 但 蛋白 完成 。 形 成 的 伴侣 蛋白 - 底 物 复合 物 结合 于 溶 酶 体 膜 的 
受 体 上 ,再 由 腔 内 的 二 级 伴侣 蛋白 对 底 物 进行 转运 。 由 于 底 物 、 细 胞 种 类 及 细胞 状态 等 的 
差异 ,许多 自 喉 过 程 也 有 自己 独特 的 命名 ,例如 macropexophagy , micropexophagy 就 是 分 
别 用 来 描述 通过 巨 自 喉 、 微 自 噬 而 进行 的 过 氧化 物 酶 体 的 降解 。 


6.2 细胞 自 叭 的 分 子 机 制 


细胞 自 叭 是 一 个 进化 保守 的 过 程 , 细 胞 自 叭 现象 的 很 多 研究 都 是 在 酵母 中 进行 的 , 生 
物 学 家 们 从 20 世纪 90 年 代 开 始 以 酵母 为 模式 来 研究 细胞 自 噬 ,如 啤酒 酵母 (Saccharomy- 
ces cerevisiae) ZEME CHansenula polymorpha) PRR (Pichia pastoris) $, 
到 目前 为 止 已 经 发 现 了 30 RTSS5A RIEKA, Hp EREE R n SL 
动物 等 多 细胞 物种 中 都 十 分 保守 。 为 了 统一 标准 ,2003 年 ,Klionsky 将 这 些 基因 统一 命名 
为 ATG (AuTophaGy-related) ,用 来 代表 自 噬 基 因 及 其 相对 应 的 蛋白 质 ,对 这 些 自 噬 基因 
和 重 白 的 研究 阐明 了 它们 之 间 的 相互 作用 以 及 它们 在 自 只 过 程 中 的 功能 。 

细胞 自 噬 过 程 主 要 是 由 自 鸣 的 诱导 自 鸣 泡 的 形成 、 自 鸣 泡 与 液 泡 的 融合 和 自 叭 泡 内 
物质 在 液 泡 腔 内 的 降解 这 几 个 步骤 来 完成 的 , 自 噬 过 程 的 诱导 和 自 鸣 泡 的 形成 是 自 叭 过 程 
重要 的 两 个 环节 。 目 前 ,人 们 认为 这 两 个 重要 环节 主要 是 通过 至 少 17 个 Atg 蛋白 协同 作 
用 来 完成 的 ,它们 首先 聚集 或 短暂 的 停留 在 自 鸣 结构 体 PAS (preautophagosomal struc- 
ture) E. 3X 17 个 Atg 蛋白 可 被 分 成 5 个 功能 组 :四 Atgl 激酶 功能 组 (Atgl protein kinase 
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complex) ;OAtg9 膜 蛋 白 循 环 系统 (Atg9 membrane protein recycling system) ;GDAtg8- 磷 
脂 酰 乙醇 胺 (PE) 功 能 组 (Atg8 lipid conjugation system; PE, phosphatidylethanolamine) ; 
@Atgl12-Atg5 复合 体 功能 组 (Atg12-Atg5 protein conjugation system) ; OBERE TEE LESE; ££ 
蛋白 3(Ptdlns3)- 激 酶 复合 体 (phosphatidylinositol-3 kinase complex), 5 个 功能 组 相互 作 
用 ,参与 细胞 自 叭 的 诱导 自 噬 泡 形 成 、. 液 泡 融 合 等 各 个 过 程 。 正 是 在 PAS 上 ,这 5 个 功能 
组 协同 作用 ,共同 完成 了 对 自 喉 泡 的 加 工 。 而 形成 的 自 鸣 泡 被 转运 到 液 泡 上 并 发 生 融 合 ， 
最 后 自 鸣 泡 内 的 物质 被 释放 到 液 泡 内 腔 里 完成 降解 。 


6.2.1 Bep 


所 有 真 核 细 胞 中 都 存在 低 水 平 的 细胞 自 鸣 现 象 ,在 细胞 受到 外 界 刺激 ( 例 如 ,营养 饥 
饿 , 供 氧 不 足 , 群 体 过 剩 或 者 高 温 ) 或 内 部 条 件 发 生变 化 (例如 ,损坏 的 或 过 剩 的 细胞 器 和 细 
胞 质 组 件 的 堆积 ) 等 情况 下 ,细胞 自 哈 水 平 会 上 调 。 因 此 ,在 胁迫 的 环境 下 ,为 了 适应 和 存 
活 ,细胞 自 噬 将 被 激活 。 

以 酵母 为 例 , 酵 母 中 存在 一 种 特殊 的 选择 性 蛋白 运输 途径 , 即 细胞 质 至 液 泡 运输 途径 
(cytoplasm to vacuole targeting pathway,Cvt 途径 )。 在 正常 的 营养 状态 下 ,细胞 启动 Cvt 
途径 把 水 解 酶 等 蛋白 运输 到 液 泡 内 腔 , 但 是 在 饥饿 、 环 境 胁迫 、 雷 帕 霉 素 (rapamycin) 诱 导 
下 ,细胞 启动 自 喉 过 程 非 选 择 性 的 降解 胞 内 的 待 降解 物质 。 这 两 个 途径 的 转换 是 通过 一 种 
自 噬 开 关 复合 物 (switching complex) * ATG1 激酶 功能 组 ”来 实现 的 。Atgl 是 这 种 复合 物 
的 关键 组 成 成 分 , 它 是 一 种 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激酶 ,在 不 同 的 高 等 真 核 细 胞 中 , Atgl 在 细 
胞 和 目 噬 过 程 中 发 挥 的 作用 是 高 度 保守 的 。 其 另 一 组 分 Atgl3 的 磷酸 化 状态 受 其 上 游 蛋白 
雷 帕 霉 素 靶 点 蛋白 激酶 Tor (target of rapamycin) 的 负 调 控 。Tor 是 氨基 酸 ,ATP 和 激素 
的 感受 器 ,是 细胞 内 感知 环境 变化 的 最 重要 信和 号 受 体 。 当 细胞 受 外界 钒 铁 诱 导 时 ,TOR 基 
因 活 性 被 抑制 ,ATG13 发 生 去 磷酸 化 ,与 ATG17 相 结合 形成 ATG13-ATG17 复合 体 ,并 激 
活 Atgl, 形 成 Atgl-Atgl3-Atgl7 复合 体 ,诱导 自 噬 发生 。 该 复合 体 还 涉及 了 ATG20、 
ATG24, ATGI1, VAC8 等 蛋白 。 然 而 ,还 没有 证 据 表 明 Cvt 途径 存在 于 除 酵 母 之 外 的 其 他 
高 等 真 核 生 物 中 。 


6.2.2 自 噬 泡 的 形成 


双 层 膜 自 叹 泡 的 形成 是 细胞 自 噬 过 程 的 显著 标志 。 在 发 生 自 噬 的 细胞 胞 浆 中 出 现 大 
县 游离 的 被 称 为 前 自 鸣 泡 (preautophagosome) 的 膜 性 结构 ,这 些 膜 性 结构 逐渐 发 展 成 为 由 
双 层 膜 结构 形成 的 空 泡 , 其 中 包 庄 着 蛋白 质变 性 坏死 的 细胞 器 和 部 分 细胞 浆 ,这 种 双 层 膜 
WPA AREH (autophagosome)。 然 后 , 自 哄 泡 外 膜 与 溶 酶 体 膜 融合 , 内 膜 及 其 包 庄 的 物质 
进入 溶 酶 体腔 ,被 溶 酶 体 中 的 酶 水 解 。 但 是 , 自 叭 泡 这 种 双 层 膜 的 起 源 尚 不 清楚 。 酿 酒 本 
母 中 的 自 蜂 泡 被 两 个 脂 质 双 分 子 层 所 围绕 , 它 的 直径 在 400—900nm i. AARAA 
类 ,缺乏 蛋白 质 ,并 且 比 典型 的 分 泌 小 泡 要 大 得 多 ,这 也 意味 着 自 喉 体 由 所 需 的 最 小 限度 的 
成 分 组 成 ,最 大 限度 的 去 装载 最 终 要 被 降解 的 材料 。 

在 酵母 的 研究 中 发 现 ,ATG8-PE 功能 组 和 ATG12-ATG5 复合 体 功能 组 参与 了 自 叭 泡 
的 形成 。 两 个 复合 体 都 是 Cvt 泡 和 自 喉 泡 的 结构 组 分 ,主要 存在 于 内 膜 ,使 孤立 的 自 喉 体 
前 体 膜 连接 形成 完整 的 自 噬 体 。 两 个 复合 体 互相 调节 ,互相 影响 ,在 真 核 生物 中 作用 保守 。 
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其 中 一 个 复合 体 开始 于 泛 素 激活 酶 El 的 同 源 体 Atg7。Atg? 的 一 个 重要 半 胱 氨 酸 被 ATP 
激活 后 ,可 以 与 Atgl2 碳 端 的 甘氨酸 连接 。Atg12 与 Atg5 上 第 149 位 的 赖 氨 酸 通过 肽 键 
的 连接 ,被 激活 的 Atgl2 被 转移 到 E2 泛 素 激活 酶 Atgl0 的 甘氨酸 上 ,在 PAS. 上 形成 
Atgl2-Atg5 复合 物 。 最 后 ,该 复合 物 装配 上 Atgl6 或 Atgl6 Ju 9j. JE IX, Atgl2-Atg5- 
Atg16 六 聚 物 复合 体 , 一 方面 促进 自 鸣 体 伸 展 扩 张 , 另 一 方面 促进 Atg8-PE 向 自 噬 泡 的 聚 
集 。 另 一 个 复合 体 始 于 半 胱 氨 酸 酶 Atg4。Atg4 可 以 切割 Atg8 碳 端的 精 氨 酸 ,暴露 出 甘 氨 
R. Atg? 激活 了 这 个 甘氨酸 的 活性 后 ,将 具备 了 形成 硫 酯 键 活 人 性 的 Atg8 转移 给 Atg3。 
Atg3 调节 Atg8 与 PE 的 连接 ,形成 Atg8-PE, Aui exit EB ED DAR REAA. ELE 
泡 形 成 过 程 中 及 过 程 之 后 ,外 膜 上 的 Atg8-PE 被 Atg4 清除 。 研 究 还 发 现 , Atgl2-Atg5- 
Atg16 复合 体 对 Atg8-PE 作用 的 稳定 性 必 不 可 少 , 但 是 具体 作用 机 制 尚 不 清楚 。 

另外 ,最 近 研 究 发 现 ,ATG9 膜 蛋白 被 认为 参与 了 自 鸣 体 膜 的 运输 过 程 。 它 主要 是 参与 
了 ATG 和 蛋白 从 成 熟 自 噬 体 上 脱离 并 循环 利用 的 过 程 。 在 ATG2、ATG18 和 ATGI- 
ATG13 的 作用 下 ,ATG9 从 PAS 膜 上 脱离 ,而 ATG11、ATG23、ATG26 则 负责 让 ATGO 
重新 回 到 PAS 上 ,ATG9 的 荧光 定位 表明 ,ATG9 不 仅仅 定位 在 自 噬 体 膜 上 ,还 定位 在 其 他 
细胞 器 上 ,因此 ,有 理由 推测 ,ATG9 有 可 能 在 这 些 细 胞 器 之 间 来 回 穿梭 。 

磷脂 酰 肌 醇 转移 蛋白 3- 激 酶 复合 体系 统 中 ,可 以 产生 位 于 PAS 膜 上 的 PtdIns(3)P 蛋 
白 。 该 蛋白 可 以 将 其 下 游 自 噬 相关 和 蛋白 ,如 ATG18、ATG20、ATG21 和 ATG24 等 ,定位 到 
PAS 上。 


6.2.3 自 噬 体 与 溶 酶 体 / 液 泡 的 融合 


AREIK Cvt 小 泡 和 液 泡 的 融合 所 需 的 装置 包含 SNARE 蛋白 Vam3, Vam7, Vtil 
与 Ykt6; NSF, SNAP 与 GDI [i] 4] Sec17、Sec18, Secl9; rab 蛋白 Ypt7; 8 C 组 Vps/ 
HOPS 复合 物 的 成 员 。 首 先 , 外 层 膜 与 液 泡 膜 融合 ,接着 单 层 膜 的 自 哄 小 体 被 释放 到 液 泡 
内 腔 里 ,随后 在 Prel 和 Pep4 和 蛋白酶 及 ATG15 的 作用 下 , 自 喉 小 体 破 裂 , 其 中 的 待 降解 物 
质 被 释放 并 最 终 被 降解 。 自 鸣 泡 的 溶解 被 认为 依赖 于 液 泡 腔 的 酸性 pH 和 蛋白酶 B; 然 而 ， 
EAR B 的 功能 可 能 是 激活 直接 作用 于 分 解 过 程 的 液 泡 酶 原 。 降 解 后 的 物质 可 以 被 细胞 
重新 利用 ,参与 细胞 物质 的 再 循环 过 程 。 


6.3 细胞 自 噬 的 功能 


早 在 1966 年 de Duve(1974 庄 贝 尔 奖 获 得 者 和 溶 酶 体 的 发 现 者 ) 和 Robert Wattiaux 提 到 ， 
先生 儿 的 肾 、 肺 \ 肠 ,胎儿 的 十 二 指 肠 , 变形 虫 唾液 腺 ,衰退 的 苗 勒 管 ,两 栖 动物 红细胞 角质 化 
的 皮肤 ,和 家 鼠 闸 割 后 的 前 列 腺 等 细胞 在 分 化 或 其 他 诱导 变化 发 生 过 程 中 重 塑 时 ,细胞 自 噬 得 
到 增强 。 然 而 直到 目前 为 止 ,关于 自 噬 在 分 化 和 发 育 中 作用 的 研究 ,很 大 一 部 分 都 被 限定 在 形 
态 学 相关 性 的 研究 上 , 比较 缺乏 细胞 自 噬 在 分 化 和 发 育 中 机 制作 用 的 确切 证 据 。 

随 着 人 们 对 细胞 自 喉 过 程 日 益 深 入 的 研究 ,对 于 细胞 自 噬 功能 的 认识 不 断 深入 。 最 初 
在 酿酒 醇 母 中 ,细胞 自 喉 被 作为 一 种 营养 缺乏 条 件 下 的 耐 受 性 机 制 而 被 广泛 研究 。 最 近 的 
研究 表明 ,在 富 集 营 养生 长 条 件 下 ,酵母 中 的 细胞 自 鸣 与 液 泡 水 解 酶 转运 到 液 泡 相 关 。 在 
哺乳 细胞 中 ,细胞 自 噬 对 蛋白 聚集 体 的 清理 和 抵御 病毒 或 细菌 的 人 侵 有 一 定 的 作用 。 此 
外 ,细胞 自 鸣 在 植物 中 有 抗 衰老 的 作用 。 细 胞 自 噬 系 统 的 损坏 会 产生 高 等 真 核 生物 适 应 性 
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不 良 ,甚至 会 导致 致命 的 病态 效应 ,如 和 蛋白 折 共 障碍 ,神经 退化 症 和 新 生 儿 的 天 折 等 。 细 胞 
自 哈 过 程 是 酵母 . 黏 菌 .线虫 和 果 蝇 发 育 与 分 化 所 必须 的 ;更 确切 地 说 ,细胞 自 喉 是 伴随 着 
大 量 细胞 组 件 降 解 的 细胞 重 塑 所 必需 的 过 程 。 


6.4 细胞 自 鸣 的 观察 


6.4.1 显微镜 观察 


迄今 为 止 , 电 子 显微镜 是 研究 细胞 自 噬 的 唯一 可 信赖 方法 ,细胞 的 自 噬 现 象 最 初 也 是 
通过 电子 显微镜 发 现 的 。 在 电子 显微镜 下 , 自 吹 体 由 包 里 未 吞噬 降解 的 胞 浆 物 质 、 细 胞 器 
的 双 层 膜 结 构 组 成 ;而 自 噬 溶 酶 体 由 单 层 膜 结 构 组 成 ,其 中 包 庄 着 处 于 不 同 降解 阶段 的 胞 
桨 成分。 由 于 有 时 很 难 严格 区 分 自 噬 体 和 自 鸣 溶 酶 体 , 二 者 经 常 统称 为 “ 自 噬 泡 ”。 通 过 电 
镜 可 对 细胞 的 自 叭 活性 进行 定量 。 自 喉 泡 占 胞 浆 总 面积 或 体积 的 比例 是 目前 通过 电镜 对 
细胞 自 噬 活性 进行 定量 的 唯一 方法 。 在 对 酵母 细胞 自 叭 的 研究 中 ,利用 历 泡 蛋白 酶 缺陷 细 
胞 系 或 用 蛋白 酶 抑制 剂 PMSF 处 理 抑制 自 峰 体 的 降解 , 仅 通 过 光学 显微镜 就 可 观察 到 襄 泡 
中 未 降解 的 自 噬 体 。 


6.4.2 ”Monodansylcadaverine(MDC) 染色 


Monodansylcadaverine (MDC) 是 一 种 荧光 染料 ,被 用 作 自 鸣 泡 的 示 踪 剂 。 自 叭 体形 
成 依赖 的 第 2 个 泛 素 样 蛋白 结合 系统 (Atg8) 位 于 自 喉 囊 泡 膜 上 ,可 与 MDC 特异 结合 , 因 
此 ,通过 荧光 染色 ,MDC 可 被 细胞 吸收 并 选择 性 地 聚集 于 自 噬 囊 泡 ,在 荧光 显微镜 下 可 见 
核 周 区 域 阳 性 显 色 , 呈 点 状 结构 , 故 可 利用 这 种 方法 对 自 鸣 进 行 定量 检测 。 只 有 当 溶 酶 体 
内 容 物 为 酸性 时 , 才 可 获得 MDC 阳性 染色 信号 ;对 溶 酶 体内 容 物 的 中 和 可 导致 MDC 染色 
立即 消失 或 细胞 溶 酶 体 对 MDC 摄取 的 缺乏 。 然 而 , 自 噬 体 通常 情况 下 并 不 一 定 是 酸性 的 。 
尽管 某 些 MDC 阳性 点 状 结构 的 确 代 表 自 叭 溶 酶 体 , 某 些 情况 下 MDC 阳性 点 状 结构 的 数量 
还 与 细胞 的 自 噬 活性 相关 ,MDC 并 不 是 自 噬 泡 的 特异 标志 物 。 利 用 MDC 染色 作为 细胞 自 
叭 活性 的 指标 应 该 结合 其 他 实验 证 据 。 


6.4.3 GFP-LC3 定位 


在 哺乳 动物 细胞 中 ,LC3 是 酵母 ATGS (Aut7/Apg8) 基因 的 同 源 物 , 定 位 于 前 白喉 泡 
和 日 蜂 泡 膜 表 面 ,是 细胞 自 峰 泡 膜 的 通用 标记 物 。 通 过 构建 LC3 与 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 或 
其 入 生物 的 融合 蛋白 ,借助 于 荧光 显微镜 ,可 以 很 方便 的 观察 到 LC3 在 细胞 中 的 定位 。 与 
自 哈 体 相 比 , 自 噬 溶 酶 体 表 面 的 LC3 要 少 得 多 ,因此 ,其 荧光 信号 也 要 少 得 多 或 消失 。 如 果 
自 哄 体 的 直径 大 于 Lum, 在 荧光 显微镜 下 可 见 其 环 状 结构 。 自 鸣 体 的 形状 取决 于 细胞 类 
型 。 有 证 据 表明 ,GFP-LC3 的 超 表 达 并 不 影响 细胞 内 源 性 细胞 自 噬 活 性 。 通 过 建立 GFP- 
LC3 转基因 小 鼠 , 其 体内 细胞 自 噬 的 活性 可 通过 制作 冰冻 切片 并 在 荧光 显微镜 下 观察 直接 
检测 。 实 验 结果 表明 ,在 营养 缺乏 情况 下 ,几乎 所 有 组 织 都 可 观察 到 细胞 的 自 噬 , 某 些 组 织 
也 可 自发 发 生 自 蜂 现象 。 由 于 大 多 数 GFP-LC3 代表 的 是 细胞 中 游离 事 泡 和 自 叭 泡 , 而 不 
是 自 噬 溶 酶 体 , 因 此 ,严格 来 讲 ,GFP-LC3 点 状 结构 的 出 现 并 不 一 定 代表 细胞 的 自 噬 性 降解 
活性 。 在 某 些 情况 下 ,需要 同时 监测 溶 酶 体 的 数量 和 定位 。GFP-LC3 点 状 结构 的 数量 还 与 
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不 同 组 织 细胞 中 自 噬 体 的 半衰期 有 关 。 最 近 , 有 报道 以 MDC、LC3、CD63 等 为 指标 结合 荧 
光 显 微 镜 方法 在 活 细胞 中 动态 研究 了 自 叭 过 程 。 


6.4.4 LC3- 工 到 LC3- 开 的 转化 


如 上 所 述 ,细胞 中 新 合成 的 LC3 经 过 加 工 , 成 为 胞 浆 可 溶性 LC3- 工 ,后 者 经 泛 素 样 加 
工 修饰 过 程 ,与 自 噬 泡 膜 表面 的 磷脂 酰 乙 醇 胺 (PE) 结 合 , 称 为 LC3- 卫 。LC3- 了 [含量 的 多 少 
在 某 种 程度 上 反映 了 细胞 的 自 喉 活 性 。 在 免疫 印记 试验 中 ,LC3-T 较 LC3- 工 更 加 敏感 一 
些 。 因 此 ,在 营养 丰富 情况 下 ,有 时 LC3- 开 的 信号 比 LC3- 工 还 要 强 一 些 。 通 过 免疫 印记 方 
法 对 哺乳 动物 细胞 的 autophagy 活性 进行 定量 检测 非常 方便 。 


6.4.5 Beclin 1 的 表达 


哺乳 动物 中 Beclin 1 是 酵母 Apg6/Vps30 基因 的 同 源 物 ,酵母 双 杂 交 筛 选 试验 证 明 
Beclin 1 是 Bcl-2 的 一 个 相互 作用 蛋白。 人 乳腺 癌 细 胞 MCF-7 的 Beclin 1 表达 减少 或 消 
失 , 超 表达 Beclin 1 可 加 强 血清 和 氨基 酸 撤除 诱导 的 细胞 自 噬 ,说 明 Beclin 1 是 细胞 自 鸣 重 
要 的 正 调 节 因 子 。 在 应 用 Beclin 1 基因 痪 除 突 变 体 研究 小 鼠 的 胚胎 干细胞 发 育 中 , Beclin 
1 一 /一 小 鼠 死 于 胚胎 早期 ,Beclin 1 十 /一 小 鼠 虽 然 表 型 正常 ,但 其 自发 性 肿瘤 发 生 的 频率 却 
很 高 ,说 明 Beclin 1 是 一 个 重要 的 肿瘤 抑制 基因 ,其 杂 合 性 缺失 是 细胞 发 生 恶性 转化 的 原因 
之 一 。 近 一 步 的 研究 指出 ,Beclin 1 一 /一 小 鼠 Autophagy 缺陷 ,细胞 凋 亡 (apoptosis) 正常 ， 
说 明 Beclin 1 是 细胞 自 只 的 调控 基因 。 因 此 ,通过 免疫 印记 检测 Beclin 1 的 表达 水 平 ,结合 
其 他 生化 指标 ,可 对 细胞 的 autophagy 活性 进行 动态 监测 和 判断 。 


6.4.6 特异 抑制 剂 


3- 甲 基 腺 味 叭 (3-methyladenine，3-MA) 是 磷脂 酰 肌 醇 3 激酶 的 抑制 剂 ,可 特异 性 阻 断 
细胞 自 噬 中 自 鸣 泡 与 溶 酶 体 的 融合 ,被 广泛 用 作 autophagy 的 抑制 剂 。 另 外 , 混 曼 青霉素 
CWortmannin) ,L'Y29400 和 巴 佛 洛 霉 素 Al1(Bafilomycin A1) 也 可 用 作 细 胞 自 叭 的 抑制 剂 。 


6.5 稻 瘟 病菌 与 细胞 自 吃 


细胞 县 只 过 程 在 进化 上 的 高 保守 性 ,酵母 细胞 自 噬 分 子 机 制 的 研究 为 高 等 真 核 生 物 细 
胞 自 噬 生物 学 功能 的 识别 提供 了 基础 。 稻 瘟病 是 一 种 毁灭 性 病害 ,给 全 世界 的 水 稻 生 产 带 
来 巨大 威胁 。 稳 瘟病 菌 具有 遗传 上 的 多 样 性 和 复杂 性 ,在 致 病 性 方面 表现 多 变性 ,这 也 是 
稳 瘟 病 难 防 难 治 的 原因 之 一 。 从 分 子 水 平 上 阐明 稳 瘟 病 菌 致 病 过 程 及 致 病 性 变异 的 机 制 ， 
对 于 稻 瘟 病 的 防治 具有 重大 意义 。 经 世界 上 研究 稻 冶 病菌 的 几 个 重要 实验 室 的 共同 努力 ， 
2002 年 10 月 完成 了 称 瘟 病菌 70-15 菌株 全 序列 草图 的 绘制 。 稻 瘟病 菌 的 研究 已 逐渐 成 为 
重要 经 济 作物 和 病原 真菌 相互 作用 的 研究 模式 。 

2006 年 ,美国 N. J. Talbot 实验 室 研究 发 现 , 细 胞 自 噬 过 程 影响 稳 盖 病菌 致 病 过 程 , 细 
H AHK MgATGS 缺失 ,导致 稻 瘟 病菌 致 病 性 丧失 。2007 年 , 林 福 呈 实 验 室 在 差 减 
文库 中 分 离 到 了 细胞 自 吹 相 关 基 因 MgATG1 ,该 基因 缺失 , 稻 瘟 病菌 细胞 自 噬 过 程 被 阻 断 ， 
稻 瘟 病菌 的 产 孢 能 力 下 降 ,孢子 萌发 率 下 降 , 附着 胞 膨 压 下 降 , 侵 染 寄主 的 能 力 显著 下 降 ， 
最 终 致 病 性 丧失 。 
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细胞 自 哈 是 真 核 生 物 特有 的 生命 现象 ,贯穿 于 正常 细胞 生长 发 育 和 生理 病理 的 整个 过 
程 。 细 胞 自 叭 基因 的 发 现 使 人 们 从 分 子 水 平 认识 了 自 噬 ,但 总 体 来 说 ,我 们 对 细胞 自 噬 的 
认识 还 只 是 处 于 初级 阶段 ,尤其 在 较 高 等 的 真 核 生物 中 ,对 自 噬 泡 双 层 膜 的 起 源 、 参 与 分 
子 、 信 号 转 导 、 其 对 细胞 生存 的 影响 ,病理 生理 学 意义 等 方面 的 研究 了 解 尚 不 全 面 , 还 有 待 
进一步 深入 。 细 胞 自 噬 过 程 与 称 瘟 病菌 的 致 病 性 密切 相关 ,其 作用 机 人 制 还 有 待 于 进一步 的 
深入 研究 。 


方案 5 稻 瘟 病菌 中 细胞 自 噬 研究 方法 


真菌 中 细胞 自 叭 研究 方法 主要 有 显微镜 观察 法 `MDC 染色 观察 法 和 电子 显微镜 观察 
法 ,其 实验 步骤 如 下 : 


l. 显微镜 观察 

(OD 试剂 

1) CM 培养 基 : 见 第 三 章 方案 8。 

2) MM-N 培养 基 
KCl 0. 52g 
MgSO; * 7H;O 0. 52g 
KH;PO, l. 52g 
微量 元 素 溶 液 lml 
-葡萄糖 10g 
维生素 溶液 lml 
lmol/L NaOH 38 pH 至 6.5 
加 ddH;O 至 1 000ml 


微量 元 素 溶 液 、 维 生 素 溶液 配方 见 第 三 章 方案 8。 

3) 1mol/L PMSF 储存 液 : 用 DMSO 溶解 PMSF 固体 。 

(2) 方法 与 步骤 

1) 稻 癌 病菌 在 液体 CM 培养 基 中 培养 24h, 用 无 菌 水 将 菌 丝 洗 干 净 , 转移 到 MM-N 中 
(含有 2mmol/L PMSF) ,诱导 4h; 经 过 PMSF 诱导 后 , 自 噬 泡 在 液 泡 中 积累 。 

2) 挑 取 菌 丝 , 在 显微镜 下 观察 细胞 自 噬 现 象 。 

2. MDC 染色 观察 

(1) 试剂 :OM 培养 基 ;IMIVEN 培养 基 ;MDC 母液 :pH 7. 0 磷酸 缓冲 液 配制 成 浓度 5 mmol/L, 

(2) 方法 与 步骤 

1) 稳 瘟 病菌 在 液体 CM 培养 基 中 培养 24h, 用 无 菌 水 将 菌 丝 洗 干净 ,转移 到 MM-N 中 
(含有 2mmol/L PMSF) ,诱导 4h; 

2) 用 0. 05 mmol/L MDC 7-;& ,37'C 38 X, 3e é 15min; 

3) 用 PBS 缓冲 液 洗涤 ,显微镜 观察 ; 

4) 用 荧光 显微镜 进行 观察 拍照 ,激发 波长 350nm, 发 射 波长 320 到 520 nm, 

3. 电子 显微镜 观察 

(1) 试剂 :CM 培养 基 ,MIM-N 383,2. 596 X, — BEER pH — 7. 0 HARR PR, 
4 5076 .7096 8095 909550 95% 5 种 浓度 的 乙醇 ,丙酮 ,和 包 埋 剂 。 
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(2) 方法 与 步骤 

1) HAAA CM 培养 24h, 用 无 菌 水 将 菌 丝 洗 和 干净, 转移 到 MM-N 中 (含有 
2mmol/L PMSF) ,诱导 4h; 用 4% 琼 脂 包 还 样品 。 

2) 在 2. 55 R-E P AC BILE EAR. 

3) 倒 掉 固定 液 , 用 0. 1mol/L, pH — 7. 0 的 磷酸 缓冲 液 漂洗 样品 3 次 ,每 次 15min。 

4) 用 1% 锁 酸 溶液 固定 样品 1] 一 2h。 

5) 倒 掉 固定 液 , 用 0. 1mol/L, pH — 7. 0 的 磷酸 缓冲 液 漂 洗 样品 3 次 ,每 次 15min。 

6) 用 梯度 浓度 (包括 50%%、70%、80%、90% 和 95% 5 种 浓度 ) 的 乙醇 溶液 对 样品 进行 
脱水 处 理 , 每 种 浓度 处 理 15min, 再 用 100% 的 乙醇 处 理 一 次 ,每 次 20min; 最 后 过 渡 到 纯 两 
酮 处 理 20min。 

7) 用 包 埋 剂 与 丙酮 的 混合 液 (V/V 二 1/1) 处 理 样品 1h, 

8) 用 包 埋 剂 与 丙酮 的 混合 液 (V/V 二 3/1) 处 理 样品 3h。 

9) 纯 包 埋 剂 处 理 样品 过 夜 ;将 经 过 渗透 处 理 的 样品 包 埋 起 来 ,70 伟 加热 过 夜 , 即 得 到 和 包 
埋 好 的 样品 。 样 品 在 Reichert 超 薄 切片 机 中 切片 ,获得 70 一 90nm 的 切片 ,该 切片 经 柠 样 酸 
铝 溶液 和 醋酸 双 氧 铀 50% 乙醇 饱和 溶液 各 染色 15min, 即 可 在 日 本 JEOL 公司 的 JEM-1230 
型 透射 电镜 中 观察 。 


方案 6 稻 瘟 病菌 细胞 自 叭 研究 中 的 其 他 相关 显 微 观 察 


在 稻 瘟 病菌 细胞 自 噬 研究 中 ,还 经 常 要 观察 侵 染 过 程 . 脂 质 体 变化 和 糖 原 代谢 过 程 , 主 
要 实验 步骤 如 下 : 

l. 稻 训 菌 菌 侵 染 过 程 的 组 织 病 理学 观察 

(1) 试剂 与 溶液 : 棉 蓝 乳 酚 液 ( 乳 酚 油 配方 为 :乳酸 20ml、 荣 酚 20ml、20% 甘 油 40ml, 2 
MK 20ml。 和 乳 酚 油 中 加 入 0.05% 一 0. 19628 38) ; E] E 3E I SR (C SLE 0 1.9596 8E — 1:2 ) 

(2 方法 与 步骤 

1) 准备 稻 瘟 病菌 的 分 生 孢 子 悬 浮 液 ,浓度 为 104 一 105 孢 子 /ml， 

2) 20pul/ 滴 接种 于 生长 8 天 的 大 麦 叶 片 。 

3) 24h, 48h, 72h, 96h 各 时 间 段 取 接 种 过 孢子 的 叶片 ,甲醇 中 脱色 至 叶片 透明 。 

4) 用 固定 透明 液 固定 样品 10min。 

5) 棉 蓝 乳 酚 液 染色 10min 后 ,用 固定 透明 液 脱色 。 

6) 显微镜 观察 附着 胞 穿 透 情况 。 

2. 脂 质 体 的 观察 

(1) 试剂 

50 mmol/L 马 来 酸 马 来 酸 缓冲 液 (Tris/maleate buffer, pH 7. 5), 

20 mg/ml 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 (polyvinylpyrrolidone,PVP) 。 

2. 5ug/ ml 尼 罗 红 染 液 (Nile red oxazone) ,用 丙酮 配制 。 

(2) 方法 与 步骤 

1) 收集 新 鲜 的 孢子 ,接种 于 洋葱 表皮 或 者 塑料 盖 玻 片上 培养 。 

2) 当 和 孢子 萌发 后 ,在 适当 的 发 育 阶 段 , 将 要 研究 的 组 织 , 如 孢子 、 芽 管 或 附着 胞 , 浸 在 染 
色 液 中 数秒 钟 ,用 荧光 显微镜 观察 。 
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3. 糖 原 染 色 

(1) 试剂 :1ml ddH2O 中 包括 60mg KI 和 10mg k. 

(2) 方法 与 步骤 :新 鲜 收 集 的 孢子 ,接种 于 洋 草 表 皮 或 者 塑料 盖 玻 片上 的 孢子 .附着 胞 ， 
浸 在 染色 六 中 数秒 钟 , 显 微 镜 下 观察 。 很 快 会 看 到 黄 褐色 糖 原 沉积 物 , 如 果 没 有 颜色 变化 ， 
说 明 没 有 糖 原 积累 。 


6.6 ” 双 分 子 葡 光 互 补 技术 在 细胞 自 噬 及 蛋白 互 作 研究 中 的 应 用 


双 分 子 荧光 互补 (biomolecular fluorescence complementation，BiFC) 技 术 ,是 由 Hu 等 
在 2002 年 最 先 报道 的 一 种 直观 ,快速 地 判断 目标 蛋白 在 活 细胞 中 的 定位 和 相互 作用 的 新 技 
术 。 该 技术 巧妙 地 将 荧光 蛋白 分 子 的 两 个 互补 片段 分 别 与 目标 蛋白 融合 表达 ,如 果 荧 光 和 蛋 
白 活 性 恢复 则 表明 两 个 目标 蛋白 发 生 了 相互 作用 。 目 前 ,该 技术 已 经 用 于 转录 因子 ,G 蛋 
Fl BY 亚 基 的 二 聚 体形 式 , 不 同和 蛋白 质 间 产生 相互 作用 强 弱 的 比较 及 蛋白 泛 素 化 等 方面 的 研 
3E TEL. 

绿色 荧光 和 蛋白 (GFP) 来 源 于 水 母 (Aequorea victoria ) ,分 子 质量 约 为 27kDa, 能 在 各 种 
细胞 中 表达 ,受到 激发 时 不 需要 任何 辅助 因子 就 能 在 活体 中 发 出 绿色 荧光 。GFP 作为 一 种 
研究 基因 表达 和 和 蛋白 质 细胞 定位 的 活体 遗传 标记 ,在 各 种 类 型 的 细胞 研究 中 得 到 了 广泛 应 
用 。GFP 的 一 些 定 点 突变 能 明显 改变 其 波长 性 质 ,其 突变 体 可 产生 多 色 荧 光 。 如 GFP66 位 
的 酪 氨 酸 突变 为 色 氨 酸 后 成 为 青色 荧光 蛋白 (cyan fluorescence protein, CFP), 203 位 的 苏 
氨 酸 突变 为 酪 氨 酸 后 成 为 黄色 荧光 蛋白 (yellow fluorescence protein, YFP) ,145 位 的 酷 氨 
酸 突变 为 葵 丙 氨 酸 后 成 为 蓝 色 荧光 蛋白 (blue fluorescence protein, BFP) 。 

GFP 家 族 还 有 一 重要 性 质 一 循环 排列 。GFP、YFP、CFP 和 BFP 都 是 由 238 个 氨基 酸 
组 成 的 单 体 蛋 白质 ,荧光 的 产生 主要 归功 于 分 子 内 第 65,66,67 TAAR MAR HARA 
环 化 形成 生 色 团 的 功效 。 而 该 过 程 大 约 在 蛋白 质 形 成 约 4 h 完成 。 晶 体 结构 显示 ,蛋白质 
中 央 是 一 圆 桶 形 结构 ,有 11 个 围绕 中 心 o 螺旋 的 反 向 平行 的 B 折 又 组 成 。 荧 光 基 团 的 形成 
就 是 从 这 个 螺旋 开始 的 , 桶 的 顶部 由 3 个 短 的 垂直 片段 覆盖 ,底部 由 一 个 短 的 垂直 片段 覆 
盖 , 对 荧光 活性 很 重要 的 生 色 团 则 位 于 大 腔 内 。 

BiFC 技术 正 是 利用 该 荧光 和 蛋白 家 族 的 这 一 特性 ,在 环 结 构 的 特异 位 点 将 荧光 蛋白 切 成 
N 端 片 段 和 C 端 片段 两 部 分 ,再 由 一 人 小段 氨基 酸 序列 分 别 与 目标 蛋白 连接 。 重 组 好 的 基因 
构建 人 载体 , 共 转 化 细胞 。 两 段 重 组 基因 在 细胞 中 融合 表达 , 若 目标 蛋白 间 存 在 相互 作用 ， 
通过 linker 牵引 荧光 和 蛋白 的 N 3i Hr BURI C 端 片段 就 能 够 相互 靠近 ,进而 形成 荧光 蛋白 生 色 
团 重新 发 出 荧光 。 因 此 ,在 显微镜 下 检测 是 否 有 荧光 产生 ,就 可 以 推断 出 两 目标 蛋白 是 否 
发 生 了 相互 作用 。 

质粒 的 构建 是 整个 实验 的 关键 步骤 :@ 首 先 经 PCR 扩 增 得 到 YFP 1—154 位 氨基 酸 的 
N 端 片段 YFPN 和 155—238 位 氨基 酸 的 C 端 片段 YFPC, 并 都 引入 上 游 的 Noti 酶 切 位 点 
和 下 游 的 Spel 酶 切 位 点 。 同 时 上 游 引 物 中 还 分 别 引入 编码 RSIAT 和 RPACK- 
IPNDLKQKVMNH 的 连接 序列 linker。 人 @ 目 标 蛋 白 的 两 端 也 通过 PCR 引入 Ncol 的 酶 切 
fir. Quint linker 连接 起 荧光 和 蛋白 片段 和 目的 蛋白 基因 ,再 将 重组 好 的 基因 接 入 真 核 表 
达 载 体 的 多 克隆 位 点 。@ 将 构建 好 的 质粒 共 转 染 细 胞 。 
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方案 7 双 分 子 荧光 互补 技术 


下 面 以 稻 瘟 病菌 MgATG4 fe MgATG8 互 作 为 例 介 绍 相 关 的 实验 步骤 ， 

l. 载体 构建 

(1) ATG4-YFPN 载体 构建 :以 pEYFP 质粒 为 模板 ,以 YFPNF 和 YFPNR 引物 扩 增 
YFP N 端 编码 1—154 和 氨基酸 的 DNA 序列 ,用 Agel 和 NotI 酶 切 后 连接 到 载体 pATGA- 
GFP 的 Agel/Notl 位 点 上 ,构建 MgATG4 与 YFPN 的 融合 表达 载体 pPATG4-YFPN 
(MgATG4(p)-ATG4-YFPN) 。 

(2) YFPC-ATGS 载体 构建 :用 引物 YFPCF( 引 入 BamHI 位 点 ) 和 YFPCR( 引 入 Agel 
位 点 ) 扩 增 YFP 基因 的 C 段 序列 (155-238) ,经 BamHI 和 Agel 酶 切 后 插入 到 MgATG4 
(p)-ATG4- GFP 质粒 的 BamHI/Agel 位 点 上 得 到 MgATGACp)-YFPC-GFP 质粒 。 用 
MgATG8 cDNA P1 引物 (引入 Agel 位 点 ) 和 MgATG8 cDNA P2 引物 (引入 NotI 位 点 )， 
以 24h 成熟 附着 胞 文库 为 模板 扩 增 MgAT0G8 基因 序列 连接 到 pUCm-T 载体 上 。 用 AgeI/ 
NotI 酶 切 后 将 MgATG8 基因 插入 到 MgATG4(p)-YFPC-GFP 质粒 的 Agel/ NotI 位 点 上 ， 
得 到 MgATG4(p)-YFPC-ATG8 质粒 。 用 引物 BARP1( 引 入 NotI 位 点 ) 和 BARP2( 引 入 
Spel 位 点 ) 扩 增 草 胺 磷 抗 性 基因 BAR, 经 NotI 和 Spel 酶 切 后 插入 到 MgATG4(p)-YFPC- 
ATG8 质粒 的 NotI/Spel 位 点 上 ,替换 掉 潮 霉 素 基 因 及 P 日 ,引入 草 胺 磷 抗 性 基因 BAR, 得 
到 载体 pYFPC-ATGS8-BAR, 

(3) 阴性 对 照 载体 构建 :采用 NcoI 酶 切 ATG4-YFPN 质粒 ,去 掉 MgATGA 基因 内 部 
的 570 bp(5-575, 共 190 个 氨基 酸 ) ,然后 载体 自 连 , 得 到 ATGAA-YFPN 质粒 。 

2. 原生 质 体 共 转化 载体 经 EcoRV 酶 切 后 ,ATG4-YFPN 和 ATG8-YFPC; ATG4A- 
YFPN 和 ATG8-YFPC 分 别 共 转化 稻 瘟 病菌 原生 质 体 ,用 潮 霉 素 和 和 草 胺 研 两 种 抗生素 共同 
)$ i. 

3. 表达 载体 的 共 转 化 及 转化 子 筛选 ”构建 好 的 BIFC 载体 MgATG4(p)-ATG4-YFPN 
(ATG4-YFPN) 及 阴性 对 照 MgATG4(p)-ATG4A-YFP(ATG4A-YFPN) 用 EcoRV 线性 
化 ,MgATG4(p)-YFPC- ATG8CYFPC-ATG8) 用 Xbal 线性 化 , 共 转 化 稻 瘟 病菌 野生 型 
Guyll REMA, KAMME (200ng/mD ffe Ek (300ng/mD 2 种 抗生素 进行 第 选 。 约 一 
周 后 挑 取 转 化 子 在 含有 潮 霉 素 (200pg/ml) fe $ ik (3005 g/mD 2 种 抗生素 的 CM 平板 上 
再 筛选 一 次 。 

4. YFP 荧光 的 检测 ” 取 单 驳 分 离 的 转化 子 菌 株 BY1-7 接种 在 CM 平板 上 ,收集 孢子 
并 诱导 孢子 萌发 和 附着 胞 形成 并 观察 孢子 、. 菌 丝 . 附 着 胞 的 荧光 的 有 无 ; 取 单 孢 分 离 的 转化 
子 菌株 接种 在 液体 CM 培养 基 里 , 并 进行 饥 饶 诱导, 观察 菌 丝 荧光 情况 。 同 时 设置 阴性 对 
照 转 化 子 BY2-1 实验 。 

在 孢子 .营养 菌 丝 中 均 没 有 检测 到 YFP 荧光 (图 11-2A、B)。 将 BY-7 5659 2- 2 36 3- VA 
1X 10 个 /ml 接种 到 洋葱 表皮 上 面 , 分 别 培养 h4 h.8 h、12 h,24 h、32 h 并 在 显微镜 下 检 
测 荧光 。2 h 时 很 多 芽 管 开始 形成 钩 状 体 并 开始 形成 附着 胞 ,但 在 芽 管 中 并 没有 检测 到 
YFP 荧光 (图 11-2C) ,表明 在 附着 胞 形成 初期 没有 检测 到 MgATG4 与 MgATGS 之 间 的 相 
互 作用 。 在 接 下 来 的 4 h.8 h、12 h、24 h,32 h 均 未 检测 到 荧光 信号 或 荧光 信号 非常 弱 , 难 
与 洋 存 表皮 的 自发 荧光 相 区 分 (图 11-2D、E,F) ,对 照 转化 子 也 未 检测 到 YFP 荣光。 由 于 饥 
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饶 可 以 诱导 细胞 自 噬 发 生 , 接 下 来 将 CM 液体 培养 基 中 的 菌 丝 用 无 菌 水 洗 净 , 转 接 到 MMEN 
培养 基 中 饥饿 诱导 4 h, 在 荧光 显微镜 下 观察 ,结果 检测 到 YFP 荣光 信号 (图 11-2G) ,而 对 
照 转化 子 BY2-1 在 饥 馈 诱导 的 条 件 下 也 未 检测 到 荧光 (图 11-2H) ,表明 在 饥饿 诱导 的 情况 
下 检测 到 了 MgATG4 与 MgATGS 之 间 的 相互 作用 ,因此 饥饿 诱导 可 加 强 MgATG4 与 
MgATGS 之 间 的 相互 作用 。 





11-2 MgATG4 和 MgATG8 体内 互 作 检 测 结 果 


引物 序列 : 

YFPNF: 5 - GGACCGGTGCGCTCCATCGCCACGATGGTGAGCAAGGGCGAGG 
AGCTGT-3' 

YFPNR:5'- GGGCGGCCGCTTAGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGT-3' 

YFPCF:;5'- GGGGATCCCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCA-3' 

YFPCR:5'-CCACCGGTGTGGTTCATGACCTTCTGTTTCAGGTCGTTCGGGATC 
TTGCAGGCCGGGCGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG-3' 

MGATGSCDNA P1: 5'- GGACCGGTATGCGCTCCAAGTTCAAGGACG-3' 

MGATGSCDNA P2; 5'- GGGCGGCCGCTCACTCGACTTCCTCAAACAGG-3' 

ATG8 PROP1: 5'- GGTCTAGAAACCCGTATCGTGCTGCTATGCTAA-3' 

ATG8 PROP2: 5'- GGGGATCCATGGCGGCGGTTGATTGAGACTTG-3' 

ATG4 PROP1: 5'- GGTCTAGACGCCCACCGTGTCGAGCATAAATA-3' 
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ATG4 PROP2: 5'- CCGGATCCCCAGCCACGGCCGAATCCAT-3' 
HPH1: 5'- GGGCGGCCGCGGAGGTCAACACATCAATG-3' 
HPH2; 5'-GGACTAGTCTACTCTATTCCTTTGCCCTCG-3' 


6.7 和 蛋白 质 印 迹 是 研究 基因 互 作 的 重要 方法 


蛋白 质 印 迹 (Western Blot) , 它 是 分 子 生 物 学 .生物 化 学 和 免疫 遗传 学 中 常用 的 一 种 实 
验方 法 。 其 基本 原理 是 通过 特异 性 抗体 对 凝 胶 电泳 处 理 过 的 细胞 或 生物 组 织 样品 进行 着 
色 ,通过 分 析 着 色 的 位 置 和 着 色 深 度 获 得 特定 蛋白 质 在 所 分 析 的 细胞 或 组 织 中 的 表达 情况 
的 信息 。 

Western 杂交 与 Southern 印迹 杂交 或 Northern 杂交 方法 类 似 , 但 Western 杂交 采用 
的 是 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 ,被 检测 物 是 蛋白 质 ,“ 探 针 ” 是 抗体 ,“ 显 色 ” 用 标记 的 二 抗 。 经 过 
PAGE 分 离 的 蛋白 质 样 品 ,转移 到 固 相 载体 [例如 硝酸 纤维 素 膜 CNC 膜 )] 上 , 固 相 载体 以 非 
共 价 键 形 式 吸 附 蛋 白质 , 且 能 保持 电泳 分 离 的 多 肽 类 型 及 其 生物 学 活性 不 变 。 以 男 相 载体 
上 的 蛋白 质 或 多 肽 作为 抗原 , 与 对 应 的 抗体 起 免疫 反应 ,再 与 酶 或 同位 素 标记 的 第 二 抗体 
起 反应 ,经 过 底 物 显 色 或 放射 自 显影 以 检测 电泳 分 离 的 特异 性 目的 基因 表达 的 蛋白 成 分 。 
该 技术 也 广泛 应 用 于 检测 蛋 白 表 达 的 水 平 。 


方案 8 蛋白 质 电 泳 (Tricine-SDS-PAGE) 及 蛋白 质 印迹 杂交 


l. 试剂 溶液 

(D AB-3 储备 胶 溶 液 (49.5% Acr, 3% Bis) 
丙烯 酰胺 (Acr) 48. Og 
3E V 3C A BERE CBis) 1. 5g 


混 匀 后 ddH;O, 377C 7 FE , EEE 100ml 3d 3E 4 6,3 4 保存 。 
(2) AB-6 储备 胶 溶 液 (49.5% Acr, 6% Bis) 
丙烯 酰胺 (Acr) 46. 5g 
亚 甲 双 两 烯 酰 胺 (Bis) 3. 0g 
混 匀 后 ddH,O,37C 2E, ZE 100ml, 过 泪 , 棕 色 瓶 4 人 保存。 
(3) 正极 缓冲 液 (0.2mol/L Tris-HCl pH 8. 9) :Tris 24. 22g 加 ddH,O 〇 溶解 , 浓 盐 酸 调 
pH8.9,2 € £1L, 
(4) 负极 缓冲 液 (0. 1mol/L Tris-HCl, 0. 1mol/L Tricine, 0. 196 SDS): Tris 12. lg, 
19. 2g Tricine, 1g SDS 加 ddH;O 溶解 , 定 容 至 1 L，。 
(5) 凝 胶 缓冲 液 (gel buffer,G-B,3X) 
Tris 36. 342g 
SDS 0. 3g 
ddH;O 定 容 到 100ml 
38 pH—8. 45, 过 滤 4 信保 存 。 
(6) 107633 IM E CAP) : 0. 1g AP 加 ddHsO 〇 至 1.0ml,4C 保 存 ,要 在 1 周 内 使 用 ,最 
好 新 鲜 配 制 。 
(7) 2X nv AR 0b iR (2X SDS 加 样 缓冲 液 ) 
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0. 5mol/L Tris-HCICpH 6. 8) 2ml 


10% SDS 4ml 
g-S 68 1ml 
甘油 2ml 
1% 澳 酚 蓝 1ml 


置 4C 避 光 保 存 。 
(8) TEMED: 注意 室温 较 低 时 TEMED 量 可 加 倍 ,最 后 灌 胶 之 前 再 用 。 
(9) 转 膜 缓冲 液 ( 湿 转 ) 


Tris 3. Og 
甘氨酸 14. 4g 
M-OH 200ml 


加 去 离子 水 至 1000ml, 
(10) 0. 0lmol/L PBS (pH 7. 4) 


NaCl 8. 5g 
Na; HPO, * 12H;O 2. 9011g 
NH;PO, * 2H;O 0. 24g 
加 ddH;O X € € 1000ml, 
aD 封闭 液 
1 X PBS . 200ml 
脱脂 奶粉 10g 
ÆRA 0. 04g 
Tween 20 0. lg 


(12) 漂洗 液 (PBST): & 0.05% Tween 20 的 PBS 溶液 ,每 1000ml PBS 溶液 中 加 
0. 5ml Tween 20, 
(13) 水 饱和 正 丁 醇 
ETA} 50ml 
ddH;O 5ml 
加 入 瓶 中 震荡 ,使 结合 , 存 于 室温 ,用 时 取 上 面 一 相 加 在 凝 胶 上 面 。 
(14) 考 马 斯 亮 蓝 染 色 法 试剂 
染色 液 : 90ml 甲醇 /水 (] : 1,V/VO se 10ml 冰 乙 酸 的 混合 液 中 溶解 R250 考 马 斯 亮 蓝 
0. 25g, 用 Whatman 1 号 滤纸 过 滤 染 液 以 去 除 颗粒 状 物 质 。 
(15) 脱色 液 :90ml 甲醇 /水 (1 : 1,V/VO fe 10ml 冰 乙酸 的 混合 液 。 
(16) 丽 春 红 S 米色 法 试剂 


乙酸 2% 
丽 春 红 的 水 溶液 0. 526 


(17) PMSF :在 溶液 中 不 稳定 ,应 在 临 用 前 从 储存 液 中 现 加 于 裂解 液 中 。 一 旦 眼睛 或 
皮肤 接触 了 PMSF ,应 立即 用 大 量 的 水 冲洗 。 凡 被 PMF 污染 的 衣物 应 予 丢 弃 。PMSF i 
常 配 成 10 mmol/L 浓度 储 液 (1. 74 或 17. 4 mg/ml 溶 于 异 丙 酵 中 ) 保 存 于 一 20'C 。 

(18) His 抗体 ,IgGi ; 碱 性 磷酸 酶 标记 山羊 抗 小 筷 IgG(H 十 L) 。 
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(19) 碱 性 磷酸 酶 缓冲 溶液 :100 mmol/L NaCl,5 mmol/L MgCl;,100 mmol/L Tris- 
HCI (pH 9.5), 

(20) BCIP/NBT: NBT 在 10ml 7026 — P Jk F SE Bc P $ø 0.5g NBT; BCIP # 10ml 
100% 二 甲 基 甲 酰胺 中 溶解 0. 5g BCIP; 取 66 ul NBT 溶液 与 10ml 碱 性 磷酸 酶 缓冲 液 混 
匀 ， 加 入 33 ul BCIP 溶液 。 这 一 生 色 底 物 混合 液 应 在 30min 内 使 用 。 

(21) 终止 反应 液 :200pl 0. 5mol/L EDTA(CpHS. 0) f$» 50ml PBS, 


2. 方法 与 步骤 
(D 制备 蜂胶 : 按 下 列 配方 制备 分 离 胶 和 积 层 胶 。 
试剂 4% 积 层 胶 (3ml) 10% 分 离 胶 (8ml) 
AB-3 0. 25ml = 
AB-6 — 1. 6ml 
3X 凝 胶 缓冲 液 0.75ml 2. 67ml 
甘油 一 0. 63ml 
ddH;O 2ml 3. 1ml 
10%APS 22.5 pl 40 pl 
TEMED 2.25 pl 4 yl 


先 注 入 分 离 胶 , 待 分 离 胶 凝固 后 (0.5 一 1 bh) HARER; mE E (0. 5—1 h) 
可 准备 电泳 。 

(2) 准备 样品 LTCA(CTrichloroacetic acid) 沉 淀 蛋白 方法 ] 

1) 菌 液 14 000r/min 离心 5min, 收 集 表 达 上 清 ; 

2) 取 500 一 1000 pl 上 清 于 EP 管 中 , 加 入 1/9 体积 的 10096 TCA , A45] 10 ARAI, 

3) 样品 置 于 冰 浴 中 大 于 0. 5 h, 过 夜 效果 更 好 

4) 14 000r/min 离心 10—20min, 可 见 有 棕 黑色 沉淀 , 倒 掉 上 清 ,将 EP 管 倒 扣 在 吸水 纸 
上 轻 轻 控 几 下 ,除去 残余 在 管 口 的 液体 ; 

9) 加 入 500 ul 冰冷 的 丙酮 ,用 手指 轻 弹 EP 管 , 洗 去 管 底 和 管 壁 残余 的 TCA; 

6) 14 000r/min 离心 10 一 20min, 倒 掉 上 清 , 将 EP 管 倒 扣 在 吸水 纸 上 轻 轻 控 几 下 ,除去 
残余 在 管 口 的 液体 ; 

7) EP 管 倒 置 于 吸水 纸 长 ,37 尼 烘箱 5min, 确 认 管 壁 和 管 底 没 有 液体 残留 ， 

8) 加 入 20 一 50 pl 上 样 缓冲 液 ,95C 加 热 0min, 期 间 用 手指 轻 弹 管 壁 或 用 20 jl 枪 头 
轻 轻 吸 打 ,使 沉淀 溶解 ; 

9) 15 000Xg, 离心 Imin, $ 10 ul 上 样 电泳 。 

(3) 上 样 电 泳 

1) 上 样 前 将 胶 板 下 不 能 有 气泡 ; 

2) 所 有 蛋白 样品 调 至 等 体积 后 上 样 ,样品 两 侧 的 泳 道 用 等 体积 的 1X 上 样 缓冲 液 上 
样 ,Marker 也 用 1X 上 样 缓冲 液 调 整 至 与 样品 等 体积 ; 

3) 以 初始 电压 为 30 V 时 的 电压 进行 稳 压 电泳 , 当 样 品 进入 分 离 胶 时 将 电压 调 为 100 V 
进行 电泳 ; 

4) 在 目的 蛋白 泳 动 至 距 胶 下 毕 1 cm 以 上 结束 ; 

5) 凝 胶 可 放 入 考 马 斯 亮 蓝 染 色 液 中 染色 或 进行 蛋白 质 杂 交 。 
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(4) 考 马 斯 亮 蓝 染 色 与 脱色 

D 将 凝 胶 置 于 染色 液 中 ,振荡 染色 0. 5 一 2 h, 有 时 可 根据 染色 液 质量 ,染色 过 夜 。 

2) 脱色 :用 脱色 液 洗 至 背景 干净 、 条 带 清晰 (脱色 液 可 用 活性 炭 吸 附 后 反复 使 用 )。 

(5) 蛋白 质 杂 交 

D 电泳 结束 前 20min 去 右 戴 上 手套 开始 准备 

a. 温 转 使 用 常规 电 转 液 :Tris 3. 0g, 甘 氨 酸 14. 4g, 甲醇 200ml, 加 去 离子 水 至 1 000ml, 
干 转 则 取 此 转移 液 ,每 50ml 加 入 10%SDS 180 yl, 

b. 浸泡 NC 膜 :将 NC 膜 平 铺 于 去 离子 水 面 ， 靠 毛细 作用 自然 吸水 后 再 完全 浸入 水 中 
lOmin 以 排除 气泡 ,随后 浸泡 入 转移 液 中 。PVDF 膜 则 在 甲醇 中 浸泡 20min 以 上 后 转 入 转 
移 液 中 。 将 滤纸 也 浸入 转移 液 中 。 

2) 取 胶 :将 胶 却 下 ,保留 30 一 100kDa 或 分 子 质量 范围 更 广 些 的 胶 ( 以 便 以 后 杂 其 他 感 
兴趣 的 蛋白 ) ,左上 切 角 ,在 转移 液 中 稍稍 浸泡 一 下 , 置 于 洁净 玻璃 板 上 , 按 顺 序 铺 上 膜 与 每 
侧 1 张 ( 干 转 每 侧 3 张 ) 滤 纸 。 注 意 用 玻 棒 逐 出 气泡 ,前 去 滤纸 与 膜 的 过 多 部 分 (尤其 是 干 
转 , 以 防止 短路 ); 

3) 转 膜 

a. 湿 转 : 电 转 槽 用 去 离子 水 淋 洗 晾 于 ,加 入 1 000ml 电 转 液 。 将 胶 平 铺 于 海绵 上 , 滴 加 
少许 电 转 液 再 次 驱赶 气泡 , 封 紧 后 放 入 电 转 模 , 注 意 膜 在 正极 一 侧 。 降 温 , 将 电泳 档 置 于 冰 
水 混合 物 中 。 恒 流 100 mA 过 夜 ,或 400 mA,4 h。 注 意 不 同 蛋白 的 要 求 不 同 。 

b. 干 转 : 用 电 转 液 淋 洗 石墨 电极 ,滤纸 吸 干 , 铺 上 胶 , 再 滴 少 许 电 转 液 , 以 1. 5mA/cm* 
凝 胶 面 积 转移 1—2 h。 负 载 电 压 不 宜 超过 1V/cm? 胶 面 积 。 

4) 封闭 及 杂交 :封闭 液 与 抗体 溶剂 均 为 含 5%% 脱 脂 奶 粉 的 PBST 或 TTBS, 临 用 时 取 
200ml PBST 或 TTBS 加 入 10g 脱脂 奶粉 即 为 封闭 液 。 

a. 将 膜 从 电 转 构 中 取出 ,去 离子 水 与 PBST 或 TTBS 稍 加 漂洗 。 

b. 必要 时 可 先 用 丽 春 红 染 色 观 察 蛋白 条 带 ,再 用 去 离子 水 和 TTBS 将 丽 春 红 洗 脱 后 封 
闭 ,如 用 蛋白 marker 则 可 省 略 此 步 。 

c. 浸没 于 封闭 液 中 缓慢 摇 荡 1 h。 

d. 结合 一 抗 : 含 一 抗 的 封闭 液 滴 加 于 播 床 的 塑料 膜 上 ,将 Western 膜 从 封闭 液 中 取出 ， 
滤纸 贴 角 稍 吸 干 ,正面 朝 下 贴 在 一 抗 上 ,注意 不 要 留 下 气泡 ， TTEA 1h 或 4 亿 静 置 
过 夜 。 在 反应 体系 外 面 哩 一 湿润 平 下 以 防止 液体 过 多 蒸发 。 使 用 反 贴 法 时 每 张 3cmX 9cm 
IE 24 4 2ml 一 抗 稀释 液 。 

e. 洗涤 :一 抗 铸 育 结束 后 ,用 PBST X TTBS 漂洗 膜 后 再 浸 洗 3 次 ,每 次 5 一 10min ， 

L 结合 二 抗 ; 根 据 一 抗 来 源 选 择 合适 的 二 抗 ,根据 鉴定 方法 选择 HRP 或 AP 标记 的 抗 
体 , 按 相应 比例 稀释 (1 : 1 000—1 : 10 000) ,室温 轻 摇 1 h。 

h. 洗涤 :二 抗 链 育 结束 后 ,用 PBST X TTBS I BUS Fede 3 次 ,每 次 5 一 10min 

9) 发 光 鉴 定 ; 采 用 AP-NBT/BICP 显 色 法 。 取 66 pl NBT 溶液 与 10ml uH AERE M SE 
冲 液 混 匀 ,加 入 33 jl BCIP 溶液 。 这 一 生 色 底 物 混合 液 应 在 30min 内 使 用 。 将 PBST 或 
TTBS 洗 汪 过 的 膜 用 去 离子 水 稍 加 漂洗 ,滤纸 贴 角 吸 干 , 反 贴 法 履 于 NBT/BICP 溶液 液 滴 
上 ,并 用 不 透明 物体 (如 报纸 ) 遮 挡 光 线 , 显 色 20 s 后 每 10 s 观 察 1 次 ,至 条 带 明 显 或 有 本 底 
出 现时 将 膜 揭 起 置 去 离子 水 中 漂洗 后 放 滤 纸 上 晾 干 即 可 观察 与 扫描 。 
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6.8 和 采用 酵母 双 杂交 系统 筛选 与 已 知 基 因 互 作 的 其 他 基因 


酵母 双 杂 交 系 统 是 在 真 核 模式 生物 酵母 中 进行 的 ,研究 活 细胞 内 有 蛋白质 相 互 作用 ,对 
和 蛋 日 质 之 间 微 弱 的 、 瞬 间 的 作用 也 能 够 通过 报告 基因 的 表达 产物 敏感 地 检测 得 到 , 它 是 一 
种 具有 很 高 灵敏 度 的 研究 蛋白 质 之 间 关 系 的 技术 。 

1989 年 ,Song 和 Field 建立 了 第 一 个 基于 酵母 的 细胞 内 检测 蛋白 间 相 互 作用 的 遗传 系 
统 。 很 多 真 核 生物 的 位 点 特异 转录 激活 因子 通常 具有 两 个 可 分 割 开 的 结构 域 , 即 DNA 特 
异 结合 域 (DNA-binding domain, BD) 与 转录 激活 域 (transcriptional activation domain, 
AD), 。 这 两 个 结构 域 各 具 功 能 , 互 不 影响 。 但 一 个 完整 的 激活 特定 基因 表达 的 激活 因子 必 
须 辐 时 含有 这 两 个 结构 域 , 和 否则 无 法 完成 激活 功能 。 不 同 来 源 激活 因子 的 BD 区 与 AD 结 
合 后 则 特异 地 激活 被 BD 结合 的 基因 表达 。 基 于 这 个 原理 ,可 将 两 个 待 测 蛋白 分 别 与 这 两 
个 结构 域 建成 融合 蛋白 ,并 共 表 达 于 同一 个 酵母 细胞 内 。 如 果 两 个 待 测 蛋白 间 能 发 生 相 互 
作用 ,就 会 通过 待 测 蛋白 的 桥梁 作用 使 AD 与 BD 形成 一 个 完整 的 转录 激活 因子 ,并 激活 相 
应 的 报告 基因 表达 。 通 过 对 报告 基因 表 型 的 测定 可 以 很 容易 地 知道 待 测 蛋白 分 子 间 是 否 
发 生 了 相互 作用 。 

酵母 双 杂 交 系 统 由 三 个 部 分 组 成 :@ 与 BD 融合 的 蛋白 表达 载体 ,被 表达 的 蛋白 称 诱饵 
蛋白 (bait) , O5 AD 融合 的 蛋白 表达 载体 ,被 其 表达 的 蛋白 称 靶 蛋 白 (prey) 。@@ 带 有 一 个 
或 多 个 报告 基因 的 宿主 菌株 。 常 用 的 报告 基因 有 HIS3、URA3、LacZ 和 ADE2 等 。 而 菌 
株 则 具有 相应 的 缺陷 型 。 双 杂交 质粒 上 分 别 带 有 不 同 的 抗 性 基因 和 营养 标记 基因 。 这 些 
有 利于 实验 后 期 杂交 质粒 的 鉴定 与 分 离 。 根 据 目前 通用 的 系统 中 BD 来源 的 不 同 主要 分 为 
GAL4 系统 和 LexA 系统 。 


方案 9 酵母 双 杂 交 系 统 研究 蛋白 互 作 


l. 酵母 感受 态 细 胞 的 制备 (LiAC 方法 ) 

(1) 菌株 与 试剂 

D 活化 菌株 ,AH109 或 者 Y187 ,在 30'C ,培养 近 3 天 ,生长 好 的 菌株 ,用 封口 膜 封 好 ， 
于 4C 保 存 , 可 以 放置 1 个 月 。 

2) 1. 1X TE/LiAC; 1. iml 10 X TE 和 1.1ml 1mol/L LiAC 混合 ,用 无 菌 水 定 容 到 
10ml, 

3) YPDA 液体 培养 基 :酵母 提取 物 10g, Æ 6 ik 20g, 加 入 900ml ddH; O, B] 4&3& Jf X. 
加 入 20g Ag, 121'C X Àj 20min, 4- 3p £ 60'C 2» A. 100ml 20% 葡萄 糖 ,15ml 0. 296 Ie% 
溶液 。 

(2) 操作 步骤 

1) 接种 2 一 3 mm 的 AH109 或 者 Y187 单 菌落 (生长 时 间 低 于 4 周 ) 到 3ml YPDA 液体 
培养 基 中 (15ml 离心 管 ) 。 

2) 30'C ,振荡 培养 8h。 

3) 取 Sul 酵母 培养 液 , 转移 到 含有 50ml YPDA 液体 培养 基 的 250ml 三 角 瓶 中 。 

4) 30°C ,230 一 250r/min, 培 养 16-20h, 使 ODsw 值 达到 0. 15 一 0. 3, 

5) 室温 700g 离心 5min, | 


第 十 一 章 “” 丝 状 真菌 的 功能 基因 组 分 析 ”181 


6) # L$, M 100ml YPDA 液体 培养 基 是 浮沉 淀 。 
7) 30'C ,培养 3 一 5h,ODsew 达 到 0. 4 一 0. 5, 

8) 室温 700g 离心 5min, 

9) 弃 上 清 , 用 60ml 无 菌 水 悬浮 沉淀 。 

10) 室温 700g 离心 5min。 

11) # L$, M 3ml 1. 1X TE/LiAC 溶液 悬浮 沉淀 。 
12) 分 装 到 2 A 1. 5ml 的 离心 管 中 , 每 管 1. 5ml, 
13) 最 高 速 离心 15 秒 。 

14) 弃 上 清 , 用 60041 1. 1XTE/LiAC i$ 30, 
注意 :制备 好 的 酵母 感受 态 细胞 要 立即 用 于 转化 ;如 果 需 要 ,只 能 在 室温 下 储存 几 小 时 。 
2. 酵母 交配 法 建 库 


(1) 培养 基 与 试剂 
SD/-Leu 约 5—10 个 100mm 的 培养 亚 
SD/-Trp 约 5 一 10 个 100mm 的 培养 严 
SD/-Leu/-Trp $5 5—10 个 100mm 的 培养 严 
SD/-His/-Leu/-Trp 25 50 个 150mm 的 培养 亚 


SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal 约 50 个 150mm 的 培养 亚 

将 准备 好 的 平板 在 室温 下 放置 2 一 3 天 ,或 者 在 30 CX E 3h。 
对 照 实验 平行 进行 。 
冷冻 培养 基 : 含 有 25% (V/V) 甘油 的 YPD 培养 基 。 
PEG/LiAc 溶液 。 
(2) 实验 步骤 
1) ds cDNA 和 pGADTT-Rec 转化 酵母 菌株 AH109: 
a. 准备 感受 态 细胞 ( 见 上 ) 。 
b. 在 一 个 无 菌 的 , 预 冷 的 15ml 离心 管 中 加 入 下 面 的 组 分 ， 

20 ul ds cDNA 

6 ul pGADTT-Rec (0. 5 Ag/ ul) 

20 ul 变性 外 和 鱼 精 DNA* 
* 取 50pl 鲁 鱼 精 到 离心 管 中 ,100C ,水 浴 5min; 然后 立即 在 冰 水 中 冷却 。 再 重复 一 次 

上 面 的 过 程 ,然后 将 DNA 加 入 到 15ml 的 离心 管 中 。 
c. 加 入 600pl 感受 态 细胞 到 含有 DNA 的 离心 管 中 , 轻 轻 混 匀 ; 
d. 加 入 2. 5ml PEG/LiAc 溶液, 轻 轻 混 匀 ， 
e. 30"C, 温 浴 45min; 每 15min 混 匀 一 次 ; 
f. 加 入 160 ul DMSO, 3&5), 42°C KX 20min。 每 隔 10min 混 匀 一 次 ; 
g- 700g 离心 5min; 
h. EÑ, mA 3ml YPD Plus 液体 培养 基 ,30°C 振荡 90min( 注 意 ;YPD Plus 可 以 提 
高 转化 效率 ;不 是 普通 的 YPD 培养 基 ); 

i. 700g, 5min; 
j 弃 上 清 , 加 入 30ml 0. 996 S 464535 , 
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2) 在 SD/-Leu 平板 上 得 选 转化 子 
a. 取 150 pl 酵母 转化 混合 液 ,在 150mm 的 平板 上 涂 布 ( 约 200 个 平板 )。 
注意 :检测 转化 效率 , 涂 100 pl 1: 10,1: 100,1 : 1 000, 1: 10 000 稀释 的 溶液 在 
100mm 的 SD/-Leu 平板 上 涂 布 。 
b. 30°C 培养 直到 菌落 出 现 ( 约 3 一 6 X). 
c. 统计 转化 效率 。 
预期 结果 : 宇 1 X10 转化 子 /3 p8 pGADT?7-Rec, 
3) 收集 转化 子 
a. 在 4C 冷却 平板 3 一 4 小 时 。 
b. 每 个 平板 加 入 5ml 冷冻 培养 基 。 
c. 用 无 菌 的 玻璃 珠 轻 轻 地 将 菌落 收集 到 液体 中 。 
d. 混合 所 有 收集 的 菌落 混合 液 。 
e. 利用 血细胞 计数 板 统计 细胞 的 密度 。 如 果 细 胞 密度 二 2X107/ml, 通过 离心 进行 浓缩 。 
f. 每 管 1ml T —80'C 保存 (不 能 超过 1 年 )。 
g 确定 文库 的 履 盖 性 ,按照 1: 100,1: 1000 和 1 : 10 000 稀释 , 取 100 pl 涂 布 到 100 
mm SD/-Leu 平板 上 ,30"C 培养 到 菌落 出 现 ( 约 2 一 3 天 )。 统 计 克 隆 数 Cu), 计算 文库 的 
克隆 。 
4) 寄主 菌株 与 诱饵 菌株 进行 交配 
a. 室温 水 浴 解 冻 Iml ( 2X107 个 细胞 ) 的 AH109 (文库 ) 与 5ml Y187 GEB C21 X 
10° cells/ml) 混 合 在 2L 无 菌 烧瓶 中 。 
注意 : 烧 疾 至 少 是 2L, 保 证 低 转 速 下 ,通风 性 良好 。 
b. 加 入 45ml 2XYPDA/ 卡 那 零 素 (50kg/ml) ， 轻 轻 混 匀 。 
c.2XYPDA/ 卡 那 霉 素 (50pg/ml) 清洗 细胞 。 
d. 30"C,30 一 50r/min, 轻 轻 振 荡 20 一 24h。 
注意 : 低 转 速 保 持 细 胞 不 会 沉 到 烧瓶 底部 。 如 果 转 速 大 于 50r/min 会 降低 交配 效率 。 
e. 交配 20h, 取 一 滴 在 相差 显微镜 下 观察 细胞 ,如 果 有 交配 体 出 现 ,继续 扬 4h, 否则 继 
5k 3p 9 d. 
f. 转移 交配 混合 物 到 100ml 3 «3X ,1000g, 离心 10min。 在 此 期 间 , 用 0.5X YP- 
DA/Kan (50pg/ml) 洗 两 次 ,每 次 50m; 混合 洗 液 , 悬 浮沉 淀 。 
g. 1000g, 离心 10min; 用 10ml 0. 5X YPDA/ FREE (50ug/ mD 3 i$ 303 HEAR., 
5) 选择 相互 作用 蛋白 的 二 倍 体 
a. 检测 交配 效率 :100 pl 1: 10 000,1: 1 000,1 : 100,1 : 10 稀释 交配 混合 液 (100mm 
培养 严 ), 涂 布下 列 平板 。 
SD/-Leu 
SD/-Trp 
SD/-Leu/-Trp 
b. 涂 布 剩余 的 混合 物 到 TDO 或 者 QDO (200 pl/ 150mm) 
TDO: SD/-His/-Leu/-Trp 
QDO: SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp 
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c. 30"C 培养 ,直到 菌落 出 现 ;2 一 3 天 后 ,菌落 可 见 , 但 是 平板 要 继续 培养 到 5 天 ,保证 生 
长 慢 的 克隆 生长 。 忽 略 那 些 生 长 了 2 天 后 ,直径 小 于 1 mm 的 白色 菌落 。 真 正 的 Ade ， 
Hist 克隆 生长 旺盛 ,直径 >2 mm, 同时 ,Adet 是 白色 或 者 浅 粉 红色 。Ade 克隆 在 腺 嗓 叭 
缺乏 的 培养 基 上 显示 红色 ,而 且 生 长 缓慢 。 

d. 选择 SD/-Leu, SD/-Trp, and SD/-Leu/-Trp; 统 计 交 配 效率 和 克隆 数目 ; 

e. 在 TDO 培养 基 上 生长 的 菌落 ,复制 到 QDO 平板 上 ;30°C 培养 3 一 8 X; 

f. 选择 Adet, Hist 的 克隆 做 进一步 的 分 析 ; 

g. 在 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal 上 划 线 ,30"C,2 一 4 天 ,观察 显 色情 况 ; 

h. 用 封口 膜 封 住 样板 于 4"C 保存 。 如 果 必 要 ,选择 感 兴趣 的 克隆 到 甘油 中 保存 于 一 70C 


(图 11-3) 。 
Y187 
AH109 
BIERA TAP ADA X e. LEU2 








SD/-His/-Leu/-Trp 
培养 基 上 严格 筛选 





SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp | 
培养 基 上 严格 筛选 





Te 7 EUM 生长 的 克隆 代表 
"ec 两 个 蛋白 相互 作用 


3. 共 转 化 的 方法 建 库 
(1) 试剂 与 培养 基 平 板 


1) SD 平板 
SD/-Leu 约 5—10 个 100mm 培养 亚 
SD/-Trp $5 5—10 个 100mm 培养 亚 
SD/-Leu/-Trp 24 5—10 个 100mm 培养 亚 
SD/-His/-Leu/-Trp 25 50 A 150mm žm 


SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal 25 50 个 150mm 培养 严 
共 转 化 之 前 ,将 SD 平板 在 室温 下 干燥 2 一 3 天 或 者 在 30"C 下 放置 3h。 
2) 对 照 实验 需要 平行 进行 。 
3) 准备 冷冻 培养 基 : 含 有 25% (V/V) 甘油 的 YPD 培养 基 。 
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4) 准备 PEGVLiAc 溶液 。 
(2) 实验 步骤 
1) ds cDNA, pGADTT-Rec, $» pGBKT7/bait 转化 AH109 
a. 准备 感受 态 细 胞 。 
b. 在 一 个 15ml 的 管子 中 加 入 下 面 的 物质 
20 pl ds cDNA 
6 ul pGADTT-Rec (0. 5 pg/ pl) 
5 ug pGBKT7/3& PE DNA (<10 pl) 
20 ul X 9E &4 DNA * 
x 3x25 50 ul 8 &35 DNA 到 离心 管 中 ,100°C 加 热 5min, 然 后 ,将 DNA 3c Pp ak 8| vk i 
中 冷 激 ;重复 一 次 。 
c. 加 入 600 ul 感受 态 到 上 面 的 混合 液 中 , 轻 轻 混 匀 。 
d. 加 入 2. 5ml PEG/LiAc 溶液 , 轻 轻 混 匀 。 
e. 将 混合 液 在 30"C 放置 45min, 每 15min 轻 轻 混 匀 一 次 。 
f. 加 入 160 pl DMSO 到 混合 液 ， 混 匀 。 
g. 42°C K% 20min, 每 10min 轻 轻 混 匀 一 次 ;700g 离心 5min, 
h. 弃 上 清 , 加 入 3ml YPD plus 3k 4&33-Jf-X , 30'C d& 90min, 
i. 700g 离心 5min, 
j 弃 上 清 ,沉淀 悬浮 在 6ml NaCl 溶液 (0.994), 
2) 选择 蛋白 互 作 表 达 的 转化 子 
a. 涂 布 共 转 化 混合 物 到 TDO 和 QDO 培养 基 上 (150 pl / 150mm), 
TDO: SD/-His/-Leu/-Trp 
QDO: SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp 
b. 30°C 培养 直到 菌落 出 现 。 
c. 在 TDO 培养 基 上 生长 的 克隆 ,复制 到 QDO 培养 基 上 ,30°C 培养 3 一 8 X, 
d. QDO 培养 基 上 生长 的 克隆 涂 布 到 SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-a-Gal 培养 基 上 ,30° 
C 培养 2 一 4 天 ,蛋白 互 作 表 达 的 转化 子 显 蓝 色 。 
e. 用 封口 膜 封 住 样板 于 4 CC 保存, 如果 必 要 ,选择 感 兴趣 的 克隆 到 甘油 中 保存 于 一 70"C。 


方案 10 细胞 表达 目的 蛋白 


由 于 真 核 细 胞 的 翻译 过 程 和 原核 细胞 不 同 , 许 多 真 核 细 胞 中 的 蛋白 质 的 表达 在 大 肠 埃 希 
菌 中 并 不 合适 ; 真 核 生物 的 基因 的 密码 子 也 有 许多 偏好 性 ,因此 ,要 表达 从 真 核 生物 中 克隆 的 
基因 产物 ,往往 需要 在 真 核 细胞 中 表达 才 行 。 一 般 来 讲 , 在 这 样 的 要 求 下 ,往往 需要 在 酵母 细 
胞 中 进行 表达 。 下 面 的 方法 是 用 酵母 表达 真 核 细胞 的 目的 基因 的 常用 操作 方案 。 用 常用 的 克 
隆 方法 在 大 肠 埃 希 菌 中 构建 好 所 要 表达 的 载体 后 ,就 可 以 进入 下 面 的 操作 程序 。 

1. 试剂 与 培养 基 

(1) 0. Imol/L NaH;PO, * Na; HPO,, pH 7.4 

1) 将 13. 8g NaH;PO, * 2H;0 È F 90ml 去 离子 水 , 定 容 至 100ml, it 3& ej, 

2) 将 26. 81g Na; HPO, * 7H:O 溶 于 90ml 去 离子 水 , 定 容 至 100ml, 过 滤 除 菌 。 
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3) 混合 22. 6ml 1mol/L NaH; PO, £e 77. 4ml 1mol/L Na; HPO, ,过 滤 除 菌 ,室温 保存 。 

(2) 10X TE 

1) 称 取 1. 21g Tris &&,0. 37g EDTA È F 90ml 去 离子 水 。 

2) 用 HCl 调节 pH £€ 7.5, 2 €. 100ml, 

3) ERA, ERRA., 或 者 用 1mol/L Tris-HCl, pH 7.5 和 0. 5mol/L EDTA, pH 
8.0 配制 。 

(3) 1XTE: 用 无 菌 水 将 10XTE 稀释 10 倍 即 得 。 

(4) 10XLiAc: 1mol/L LiAc, pH 7.5 

1) 称 取 10. 2g LiAc zT 90ml 去 离子 水 。 

2) 用 冰 醋 酸 调节 pH 至 7.5 并 定 容 至 100ml。 

3) 过 滤 除 菌 ,室温 保存 。 

(5)1 XLiAc 100 mmol/L LiA, pH 7. 5; 用 无 菌 水 稀释 10XLiAc 即 得 。 

(6)1XLiAc/0. 5XTE 

1) 混合 10ml 10XLiAc 和 5ml 10XTE。 

2) 用 去 离子 水 定 容 至 100ml, 

3) 过 滤 除 菌 ,室温 保存 。 

(7)1XLiAc/40% PEG-3350/1X TE 

1) 混合 10ml 10XLiAc, 10ml 10X TE, 40g PEG-3350; 此 溶液 现 配 现 用 。 

2) 加 去 离子 水 至 100ml 溶解 PEG, 可 以 加 热 以 充分 溶解 PEG, 

3) 121'C X lj 20min, 室 温 保 存 。 

(8)YPD(YEPD) 培 养 基 : 酵母 提取 物 10g, Æ 6 Bk 20g, 加 入 900ml ddH;O 〇 ,固体 培养 
基 加 入 20g 琼脂 ,121C 灭 菌 20min, 4-39 €. 60'C 29A 100ml 20% 葡萄 糖 。 液 体 培养 基 可 室 
温 保 存 , 固 体 平板 4 人 保存。 

(9) SD-N 培养 基 :0. 17% 不 含 氨基 酸 和 硫酸 的 胺 酵母 氨 源 ,2% 葡 萄 糖 。 

(100 SC 培养 基 :0. 17% 酵母 氨 源 ,2% 葡 葡 糖 ,0.01% 的 腺 嗓 叭 、 精 氨 酸 、 半 胱 氨 酸 、 亮 
KE HAR JAR ERR KER, 0 005% 的 天 冬 氨 酸 、 组 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 、 蛋 氢 酸 、 某 
丙 氨 酸 、 且 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 栈 氨 酸 ; 定 容 至 1L。 固 体 培 养 基 中 加 入 2% 琼 脂粉 。 

(1D SC-U 培养 基 : 将 SC 培养 基 中 的 尿 喀 啶 去 除 。 

2. 方法 与 步骤 

(1) 酵母 感受 态 的 制备 与 转化 

1) 挑 取 酵 母 突变 体 单 菌落 于 10ml YPD 培养 基 中 30 包 培养 过 夜 。 

2) 测定 过 夜 培养 物 的 ODeoo 值 ,稀释 于 50mlYPD 培养 基 中 ,使 其 ODeo 达 到 0.4, 然 后 
再 培养 2—4 h。 

3) 2500 r/min 离心 沉淀 细胞 ,用 40ml 1XTE 悬浮 细胞 。 

4) 2500 r/min 离心 沉淀 细胞 ,用 2ml of 1XLiAc/0.5XTE i$ 588, 

5) 悬浮 细胞 室温 放置 10min。 

6) 混合 lug pYES2-ATGA 质粒 DNA 、100 pg 变性 和 鱼 精 DNA、100 ul 步骤 5) 中 的 酵 
母 悬 浮 液 。 

7) 加 入 700 pl &€9 1X LiAc/40% PEG-3350/1X TE 并 混 匀 。 
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8) 30'C3& 30min, 

9) 加 入 88 ul DMSO, 3 $) ,42'C 4&3 7 min, 

10) 离心 10 s, 除 去 上 清 。 

11) 用 iml 1XTE 悬浮 细胞 并 再 次 离心 。 

12) 用 50—100 ul LX TE 是 浮 细胞 并 涂 逢 选 平 ; 板 。 


(2) 酵母 菌落 PCR 
1) 酵母 DNA 的 准备 
a. 用 移 液 枪 头 将 整个 菌落 转移 至 离心 管 ,加 入 3041 0.2% SDS, 
b. 涡 旋 15 s. 
c. 90'C 4&3 4min, 
d. 离心 1min, 上 清 转 移 至 一 新 管 中 , 粗 提 DNA *T T —20'C e, 
2) PCR 反应 体系 
a. 在 冰 上 加 入 下 列 成 分 
10X 菌落 PCR 缓冲 液 5pl 
25 mmol/ l MgCl; 3ul 
10 mmol/l dNTP 混合 液 lpl 
25% Triton X-100 2ul 
50pmol/l 引物 1 0. 4ul 
50pmol/1 引物 2 0. 4pl 
Taq 聚合 酶 (5 U/mD lul 
ddH,O 31. 29] 
m4 DNA lul 


b. 混 匀 后 放 入 PCR 仪 中 。 


7 真菌 中 结合 PCRCDouble-Joint PCR) 基 因 融 合 片段 操作 


在 分 子 生物 学 操作 中 ,不 同 的 DNA 片段 的 连接 一 般 主要 通过 限制 性 内 切 酶 的 操作 来 
完成 。 如 目的 基因 与 报告 基因 连接 ,用 于 基因 表达 定位 等 ;目的 基因 与 其 他 启动 子 连接 ,用 
于 在 一 定 条 件 下 表达 基因 产物 ;基因 的 不 同 片段 连接 ,用 于 敲 除 /替换 载体 的 构建 等 。 在 这 
些 实 验 中 ,载体 上 的 酶 切 位 点 的 设计 非常 重要 ,试验 能 否 正常 进行 ,所 需 操 作 的 DNA 片段 
上 的 酶 切 位 点 对 采用 的 试验 步骤 有 重要 影响 。PCR 也 是 一 种 DNA 高 效 合成 的 重要 手段 ， 
采用 结合 PCR 方法 构建 融合 基因 ,方法 更 加 简单 易 行 ,省 时 省 工 。 

结合 PCR 的 原理 非常 简单 ,也 很 精巧 。 一 般 的 PCR 是 用 一 对 特异 性 寒 核 车 酸 引 物 , 利 
用 碱 基 互补 配对 原则 ,在 模板 DNA 的 指导 下 ,高 温 DNA RAR dNTP 加 到 引物 下 端 ,从 
而 合成 新 的 DNA。 如 果 2 个 DNA 片段 的 末端 存在 互补 序列 ,在 进行 PCR 时 ,这 2 个 DNA 
片段 在 退火 过 程 中 就 能 够 通过 碱 基 互 补 配对 原则 结合 在 一 起 ,从 而 相互 以 对 方 为 模板 , 合 
成 新 的 DNA. 片段 ,合成 的 结果 是 这 2 个 片段 融合 在 一 起 ,形成 了 一 条 新 的 DNA 片段 。 当 
然 , 这 时 的 PCR 产物 不 可 能 都 是 融合 的 新 片段 ,因此 在 用 两 端的 引物 进行 新 一 轮 PCR ,就 
得 到 了 比较 纯净 的 融合 片段 (图 11-4)。 在 这 个 过 程 中 ,就 不 需要 考虑 酶 切 位 点 等 问题 , 且 
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PCR 产物 可 以 直接 克隆 ,在 一 些 真 菌 研究 中 甚至 可 以 直接 进行 原生 质 体 转化 。 


* Pau Pad 一 --- ~- Pcu Ped -— 


> Pnu Pnd ~ 


图 11-4 结合 PCR 引物 设计 (Yua et al. ,2004) 


要 实现 这 样 的 PCR ,得 到 具有 首尾 能 够 碱 基 互 补 的 DNA 片段 是 关键 。 因 此 ,在 设计 引 
物 进行 一 般 PCR 时 ,在 引物 的 前 端 加 上 另 一 DNA 片段 的 未 端 互 补 序列 , 则 PCR 以 后 ,就 
得 到 了 这 样 的 DNA 片段。 一 般 加 在 引物 前 端的 互补 序列 的 长 度 是 25—30bp 大 小 。 在 这 
样 的 引物 作用 下 ,第 一 轮 PCR 得 到 相应 单独 的 DNA 片段 ,第 二 轮 PCR 反应 体系 中 不 加 模 
版 ,而 以 第 一 轮 的 PCR 产物 即 为 模板 又 为 引物 扩 增 ,得 到 融合 的 PCR 产物 ,反应 后 体系 中 
往往 还 有 没有 反应 完全 的 原来 的 DNA 片段 。 然 后 进行 第 三 轮 PCR ,将 第 二 轮 的 PCR 产物 
稀释 20 一 50 倍 为 模板 ,用 融合 片段 两 端的 序列 为 引物 ,继续 一 次 PCR ,得 到 比较 纯净 的 目 
的 融合 片段 。 

常用 的 结合 PCR 一 般 分 为 单 结合 PCR 和 双 结 合 PCR 2 种 ,下 面 分 别 介绍 。 


7.1 单 结 合 PCR (Single-joint PCR, SJ-PCR) 


用 于 构建 两 个 DNA 片段 的 融合 片段 ,如 通用 启动 子 与 所 要 表达 的 基因 进行 融合 。 

(1) 药品 与 仪器 :所 需 的 试剂 药品 和 仪器 与 一 般 PCR 相同 。 

(2) 实验 步 双 

1) 根据 所 要 进行 融合 的 DNA 片段 序列 信息 ,设计 并 合成 3 对 引物 。 

第 一 对 引物 根据 片段 1 设计 的 引物 ,上 游 引 物 为 Plu, 下 游 引物 Pld-t1,P1ld-tl 引物 是 
在 正常 的 下 游 引 物 Pld 的 前 面 加 上 “a”( 由 于 Taq 酶 的 特点 是 在 PCR 产物 的 3'- 未 端 加 
"a") ,HiHill 15 一 25 个 片段 2 的 碱 基 序列 , 碱 基 顺 序 是 和 片段 2 的 上 游 引 物 所 在 的 序列 反 向 
互补 。 

第 二 对 引物 根据 片段 2 设计, 上游 引物 为 P2u-t2, 下 游 引 物 P2d, P2u-t2 引物 是 在 正常 
的 下 游 引物 P2u 的 前 面 加 上 “a”( 由 于 Taq 酶 的 特点 是 在 PCR 产物 的 3 末端 加 “a”) ,再 加 
15 一 25 个 片段 1 的 碱 基 序 列 , 碱 基 顺 序 是 和 片段 1 下 游 引 物 所 在 的 序列 反 向 互补 。 

第 三 对 引物 根据 融合 片段 设计 ,上 游 引物 在 片段 1 上 ,下 游 引 物 在 片段 2 上 ,通过 这 对 
引物 可 以 将 融合 的 目的 片段 扩 增 出 来 ,在 这 对 引物 上 还 可 以 加 上 合适 的 限制 性 内 切 酶 的 酶 
切 位 点 。 有 时 这 对 引物 可 以 用 Plu 和 P2d 来 代替 。 

2) 进行 第 一 轮 PCR: 这 一 次 扩 增 过 程 是 利用 第 一 对 引物 和 第 二 对 引物 , 扩 增 出 目的 片 
段 1 和 目的 片段 2。 扩 增 过 程 与 一 般 PCR 相同 。 如 果 由 于 在 引物 前 端 加 上 了 融合 接头 而 
影响 扩 增 , 则 可 以 先 用 正常 的 引物 将 2 个 片段 分 别 扩 增 ,然后 各 自 稀 释 50 倍 后 作为 模板 ,再 
用 第 一 对 引物 和 第 二 对 引物 分 别 各 自 扩 增 ,得 到 加 了 融合 接头 的 目的 片段 。 

3) 进行 第 二 轮 PCR: 将 第 一 轮 PCR 后 获得 的 2 个 目的 片段 纯化 后 ,按照 1 : 1 的 分 子 
数 比 例 混 合 在 一 起 ,加 到 PCR 管 中 ,每 个 片段 的 量 是 200 一 1000ng。 这 两 个 片段 在 PCR Ix 
应 中 既是 模板 ,也 是 引物 。 再 在 PCR 管 中 加 入 dNTP 和 Tag 酶 ,不 加 其 他 引物 ,其 他 成 分 
与 一 般 PCR 相同 。 
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扩 增 程序 为 :94C 3min; 然后 按 以 下 设置 进行 10 个 循环 :94C 30s, 58'C 2min, 72'C 
5min。 最 后 72 亿 延伸 10min。 

4) 进行 第 三 轮 PCR :将 第 二 轮 的 PCR 产物 1410 为 模板 ,用 第 三 对 引物 进行 PCR. PCR 
扩 增 程序 与 正常 的 一 般 PCR 一 致 。 如 果 片 段 超过 3kb, 要 用 能 够 扩 增 长 片段 的 Tag BE 
行 ,许多 生物 技术 公司 可 以 提供 这 样 的 酶 ,而 一 般 的 Tag 酶 扩 增 3kb 以 上 的 片段 比较 困难 。 
同样 的 ,融合 片段 的 克隆 也 要 用 特殊 的 载体 ,如 prmege 公司 的 pEGM-T easy, 或 者 invitro- 
gen 公司 的 XL-topo 载体 等 。 


7.2” 双 结合 PCR(Double-joint PCR, DJ-PCR) 


用 于 构建 三 个 DNA 片段 的 融合 片段 ,如 敲 除 /替换 载体 的 构建 .启动 子 与 目的 基因 及 
报告 基因 的 构建 等 (图 11-5). 

(1) 药品 与 仪器 :所 需 的 试剂 药品 和 仪器 与 一 般 PCR 相同 。 

(2) 实验 步骤 

1) 引物 设计 与 合成 :进行 这 样 的 试验 ,必须 掌握 所 要 进行 融合 的 三 段 DNA 片段 的 序 
列 信息 。 根 据 序列 信息 设计 并 合成 4 对 引物 。 为 了 叙述 方便 ,我 们 将 这 3 BE DNA 片段 称 
为 片段 A、 片 段 B、 片 段 C, 融 合 后 的 排列 顺序 是 片段 A 一 片段 B 一 片段 C, 其 中 在 融合 片段 
中 间 的 是 片段 B( 图 11-6) 。 


| EKRA , 中 间 片 段 B 3 ”下游 片段 C 
a Q m 
Qa cm 








B. 第 二 轮 PCR 第 一 次 反应 
IZZZZZZZZZZZZZD- 


C .第 三 办 PCR 





图 11-6 DJ-PCR 工作 原理 (Yua et al. ,2004) 


对 于 三 段 DNA 片段 的 融合 ,融合 接头 序列 可 以 设计 在 中 间 片 段 (片段 B) 的 2 端 引物 
上 ,也 可 以 设计 在 前 端 片段 (片段 A) 的 下 游 引 物 和 后 端 片段 (片段 C) 的 上 游 引 物 上 。 如 果 
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中 间 片 段 (片段 B) 经 常 应 用 ,如 敲 除 /替换 载体 的 抗 性 标记 基因 , 则 可 以 先 用 普通 的 特异 引 
物 扩 增 出 来 长 期 存放 ,需要 时 作为 模板 ,用 带 有 两 端 融合 接头 的 引物 扩 增 出 所 需要 的 中 间 
片段 即 可 ( 带 有 可 以 与 片段 A 和 片段 C 融合 的 接头 )。 

对 于 片段 B 带 有 融合 接头 的 引物 设计 , 扩 增 片段 A 和 片段 C 的 2 对 引物 与 一 般 引 物 的 
设计 相同 ,分 别 记 为 Pau. Pad 485—341» € Pcu、Pcd( 第 三 对 )。 

第 二 对 引物 根据 片段 B 设 计 的 引物 ,上 游 引 物 记 为 Pbu-a-Sa, 下 游 引 物 记 为 Pbd-a-Sc， 
Pbu 和 Pbd 是 片段 B 的 正常 PCR 特异 引物 ,Sa 是 片段 A 的 3 端的 25 一 30 个 碱 基 序列 ,由 
于 Taq 酶 的 特点 是 在 PCR 产物 的 3' 端 加 “a”, 所 以 在 Pbu 和 Sa 之 间 多 一 个 “a”。 同 理 , Sc 
是 与 引物 Pcu 互补 链 的 3 端的 25 一 30 个 碱 基 序列 。 

对 于 前 端 片段 (片段 A) 的 下 游 引物 和 后 端 片段 (片段 C) 的 上 游 引 物 上 引入 融合 接头 序 
列 的 引物 设计 ,原理 与 以 上 的 介绍 相同 ,简要 地 说 ,就 是 第 一 对 引物 是 Pau 和 Pad-a-Sbl, 第 
二 对 是 Pbu 和 Pbd, 第 三 对 是 Pcu-a-Sb2 和 Ped, HP Sbl 是 与 引物 Pbu 所 在 的 DNA 链 互 
补 的 链 的 3 -端的 25 一 30 个 碱 基 序 列 , 而 Sb2 是 片段 B 的 3' 端 的 25 一 30 个 碱 基 序 列 。 这 种 
设计 的 好 处 是 ,如 果 中 间 片 段 ( 片 段 B) 经 常 应 用 ,如 敲 除 /替换 载体 的 抗 性 标记 基因 , 则 可 以 
先 用 普通 的 。 

2) 第 一 轮 PCR :这 一 次 扩 增 过 程 是 利用 设计 好 的 第 一 对 .第 二 对 .第 三 对 引物 ,分 别 扩 
增 出 片段 A、 片 段 B、 片 段 C, 扩 增 过 程 与 一 般 PCR 相同 。 如 果 由 于 在 引物 前 端 加 上 了 融合 
接头 而 影响 扩 增 , 则 可 以 先 用 正常 的 引物 将 2 个 片段 分 别 扩 增 ,然后 各 自 稀释 50 倍 后 作为 
模板 ,再 用 第 一 对 引物 和 第 二 对 引物 分 别 各 自 扩 增 , 得 到 加 了 融合 接头 的 目的 片段 。 

3) 进行 第 二 轮 PCR :将 第 一 轮 PCR 后 获得 的 三 个 目的 片段 纯化 后 ,按照 1:3: 1 的 分 
子 数 比 例 混 合 在 一 起 ,加 到 PCR 管 中 , 每 个 片段 的 量 是 200 一 1000ng。 这 3 个 片段 在 PCR 
反应 中 既是 模板 ,也 是 引物 。 再 在 PCR 管 中 加 入 dNTP 和 Taq 酶 ,不 加 其 他 引物 ,其 他 成 
分 与 一 般 PCR 相同 。 如 在 5041 体系 中 ,含有 5pl 的 10 X PCR 缓冲 液 , 4yl dNTP(2.5 
mmol/L) ,0. Sul Taq (2U), lul 片段 A(0. 5pg/p1),3pl 片段 BCO. 5pug/uD lul HB C 
(0. 5ug/uD ,35. 5pl 三 蒸 水 。 

扩 增 程序 为 :94%C 3min; 然 后 按 以 下 设置 进行 10 个 循环 :94°C 30s, 58'C 10min, 72'C 
15min。 最 后 72 CEH 10min。( 退 火 时 间 一 般 为 2 一 10min。) 

4) 进行 第 三 轮 PCR :将 第 二 轮 的 PCR 产物 141 为 模板 ,用 第 四 对 引物 进行 PCR, PCR 
扩 增 程序 与 正常 的 一 般 PCR 一 致 。 由 于 融合 片段 较 长 ,此 轮 PCR 要 用 能 够 扩 增 长 片段 的 
Taq 酶 进行 ,许多 生物 技术 公司 可 以 提供 这 样 的 酶 。 同 样 的 ,融合 片段 的 克隆 也 要 用 特殊 的 
载体 ,如 prmege 公司 的 pEGM-T easy, 或 者 invitrogen 公司 的 XL-topo 载体 等 。 

对 于 一 些 试验 ,如 基因 项 除 /替换 研究 ,PCR 产物 也 可 以 经 过 试剂 盒 纯 化 后 ,直接 转化 
真菌 的 原生 质 体 而 无 需 再 克隆 。 

如 果 第 二 轮 PCR 的 产物 是 长 于 5kb 的 片段 ,推荐 的 程序 是 :94C 2min, 然后 按 以 下 设 
置 进行 15 个 循环 :93C 45s, 62'C 12min, 68°C 12min。 最 后 72'C 延伸 10min。 第 三 轮 
PCR 循环 程序 :94C 2min, 然后 按 以 下 设置 进行 35 个 循环 :93"C 45s, 62'C 45s, 68'C 
12min。 最 后 72 忆 延伸 15min。 扩 增 用 的 聚合 酶 必须 用 扩 增 长 片段 的 Tag 酶 进行 (LA Tag 
polymerase) 。 
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8 真菌 RNAi 技术 的 应 用 


真菌 是 真 核 生 物 , 种 类 繁多 ,形态 多 样 ,从 单 细 胞 酵母 到 形成 大 型 子 实体 的 蘑菇 , 遍 
及 人 类 生活 的 各 个 领域 。 真 菌 分 布 广阔 ,从 极端 环境 到 寄生 人 体 细胞 ,具有 重要 的 经 济 意 
义 。 许 多 真菌 形态 分 化 明显 , 培养 简单 ,生活 周期 短 , 称 为 研究 真 核 生 物 生 长 发 育 的 模 
式 。 随 着 基因 组 测序 技术 的 发 展 , 已 有 80 余 种 重要 真菌 的 基因 组 测序 已 经 完成 ,许多 是 
与 人 类 生活 关系 密切 的 种 类 ,如 :生物 模式 菌 构 巢 曲霉 (Aspergillius nidulans) RX pk H 
H (Neurospora crassa) , T.W. E% FH VR OK Bl 8$ CAspergillus oryzae) ,水 稳 的 重要 病原 真菌 
RI A Magnaporthe oryzae) ,担子 菌 玉米 黑 粉 菌 (Ustilago maydis) ,动物 病原 真菌 烟 
HH (Aspergillus furmigatus)， 人 体 和 动物 的 机 会 性 寄生 菌 (opportunistic human patho- 
gen) A EZIK A (Candida albicans) 和 新 型 隐 球 酵母 菌 (Cryptococcus neoformans) 等 ,标志 
着 真菌 研究 的 功能 基因 组 时 代 的 到 来 。 如 何在 这 些 序列 基础 上 鉴定 基因 的 功能 , 称 为 真 
菌 研究 者 乃至 生物 学 研究 者 的 重要 课题 。 明 确 这 些 序 列 的 生物 学 特性 已 成 为 当前 研究 
中 的 热点 问题 。 

在 基因 功能 研究 方法 中 ,基因 敲 除 方法 应 用 时 间 长 ,理论 体系 完备 ,构建 方法 成 熟 。 一 
般 的 载体 构建 特点 是 将 目的 基因 的 2 个 片段 中 间 插 入 抗 性 标记 基因 ,然后 转化 真菌 。 在 真 
菌 细胞 中 ,通过 同 源 重 组 , 抗 性 基因 替换 了 原来 的 基因 片段 ,从 而 造成 基因 序列 缺失 或 部 分 
缺失 而 失去 功能 。 但 工作 量 大 ,需要 的 时 间 长 ,并 且 对 多 拷贝 基因 无 法 应 用 等 缺陷 ,在 一 定 
程度 上 限制 了 这 些 技术 在 基因 功能 研究 中 的 应 用 。 还 有 一 种 基因 逆 出 方法 是 非 同 源 转化 ， 
但 是 要 构建 KU80 同 源 基 因 的 突变 体 菌株 ,使 菌株 失去 对 外 源 插入 片段 的 修复 能 力 而 提高 
ARRE, drj RNAi 技术 的 完善 和 在 动 植物 研究 中 的 广泛 应 用 ,显示 了 很 强 的 优 
越 性 。RNAi 技术 快速 简便 、 通 用 性 强 、 靶 向 性 高 ,被 迅速 应 用 到 真菌 的 基因 功能 研究 中 ， 
并 已 经 取得 了 很 好 的 进展 。 


8.1 RNAi 的 原理 及 相关 过 程 


8.1.1 RNAi 的 关键 步骤 是 双 链 RNA 的 裂解 


在 芽 殖 酵母 中 ,染色 体 的 着 丝 点 含有 许多 重复 的 核 苷 酸 序列 。 其 中 有 些 序列 可 以 转 
录 , 但 很 快 被 依赖 RNA 的 RNA 聚合 酶 (RdRP)Rdpl 和 Dicer 酶 作用 ,形成 22 一 24nt 的 
RNA 二 聚 体 ,并 与 一 个 Argonaute 蛋白 等 装配 形成 RNA 诱导 的 转录 沉默 复合 体 (RNA- 
induced transcriptional silencing (RITS) complex) ,进而 形成 siRNA 并 诱导 附近 的 基因 沉 
默 ,并 对 细胞 分 裂 期 异 染 色 质 的 维持 非常 重要 。 在 转录 后 基因 沉默 中 ,Argonaute 蛋白 的 
PAZ 保守 结构 域 与 siRNA 结合 ,这 个 结构 被 PIWI 引导 ,对 靶 RNA 进行 切割 ,从 而 引起 基 
因 沉 默 。RNA 干扰 (RNAi) 是 由 3 个 独立 的 研究 发 现 的 。 最 著名 的 是 在 线虫 的 研究 中 发 
现 , 双 链 的 RNA 可 以 诱导 基因 沉默 的 发 生 。 此 前 ,在 植物 和 真菌 的 研究 中 发 现 , 转 到 细胞 
内 的 基因 的 表达 或 者 病毒 的 复制 可 以 产生 基因 沉默 。 在 植物 中 检测 了 单 链 的 小 RNA 
(siRNA) 在 基因 沉默 中 的 作用 ,并 将 动 植物 细胞 中 RNAI 的 机 制 联系 起 来 。 再 有 就 是 在 线 
虫 的 研究 中 发 现 MicroRNA 在 发 育 调节 中 的 作用 。 通 过 RNAi 途径 产生 的 siRNA 通过 碱 
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基 互 补 配 对 原则 与 靶 mRNA, 然 后 由 一 种 RNase H 核酸 水 解 酶 -Argonaute(Slicer, 前 切 者 ) 
将 mRNA 降解 ,从 而 导致 基因 沉默 。 如 果 siRNA/mRNA 双 链 复合 体 含有 错 配 的 碱 基 , 则 
不 引起 核酸 降解 ,而 是 引起 翻译 抑制 ,从 而 引起 基因 沉默 。Dicer 酶 和 RISC 复合 体 在 功能 
上 不 是 独立 的 ,而 是 相互 合作 ,才能 产生 siRNA。 

小 RNA 的 产生 是 由 亚 型 核酸 酶 催化 完成 的 。 焉 型 核酸 酶 分 为 3 个 类 型 ,类 型 [ 在 细 
菌 和 酵母 中 发 现 , 含 有 1 个 亚 型 核酸 酶 结构 域 ; [[ 型 和 本 型 都 含有 2 个 后 型 核酸 酶 结构 域 ， 
亚 型 还 含有 1 个 解 旋 酶 结构 域 和 1 个 PAZ 结构 域 。PAZ 结构 域 也 存在 于 Argonaute 蛋白 
家 族 成 员 中 ,对 于 RNAi 过 程 至 关 重 要 ,因此 认为 肝 型 是 RNAi 的 起 始 酶 。 此 推测 在 果 蝇 细 
胞 系统 的 Dicer-1 的 研究 中 得 到 证 实 。Dicer 酶 以 单 体 的 形式 作用 于 双 链 的 RNA,2 个 催化 
结构 域 形 成 类 似 二 聚 体 ( 假 二 聚 体 ) 的 形式 ,一 个 结构 域 只 前 切 双 链 RNA 的 一 条 链 , 从 一 端 
开始 ,将 靶 RNA 逐步 降解 。 剪 切 的 核 苷 酸 长 度 是 由 假 二 聚 体 的 排列 长 度 决 定 的 (图 11-7) 。 
这 个 酶 还 参与 miRNA 的 形成 。 

RNAi 最 后 结果 是 靶 mRNA 被 水 解 破坏 。 此 过 程 是 由 多 蛋白 复合 体 RISC 完成 。 在 
此 复合 体 的 中 心 是 Argonaute 蛋白 家 族 成 员 。 这 类 和 蛋白 具有 裂解 mRNA 的 功能 。 另 外 ， 
RISC 和 蛋白 复合 体 还 有 阻止 未 降解 的 mRNA 进行 翻译 的 功能 ,是 典型 的 microRNA 介 导 的 
基因 沉默 的 模型 。 





11-7 Argonaute 蛋白 的 催化 作用 (Hammond,2005) 


在 RNAi 途径 中 的 裂解 催化 过 程 比较 复杂 。 在 RISC 复合 体 中 ,siRNA 的 5 端 与 Ar- 
gonaute 蛋白 的 Piwi 结构 域 相 结合 。5 端的 磷酸 基 非 常 重要 ,可 以 保证 Piwi 结构 域 与 4 个 
保守 性 氨基 酸 残 基 高 亲 和 性 结合 ;siRNA 的 5 端 从 Piwi 结构 域 中 伸 出 。 靶 mRNA ff 3 
体 区 域 首 先 在 Piwi 结构 域 中 的 siRNA 的 5 端 形 成 ,虽然 mRNA 的 裂解 效率 与 siRNA 的 
3 端 二 聚 体 的 形成 相关 ,但 是 mRNA 与 Piwi 结构 域 的 亲 和 性 主要 依赖 siRNA 的 5 端 二 聚 
体 的 形成 。 裂 解 催化 引擎 是 Piwi 结构 域 中 的 RNase H 核酸 水 解 酶 的 8 折 释 结构 。 虽 然 
RNase H 在 一 般 情况 下 是 催化 RNA/DNA 二 聚 体 的 裂解 ,形成 5 -磷酸 和 3“- 羟 基 结 构 的 产 
物 , 但 在 RNAI 途径 中 ,Argonaute 蛋白 的 Piwi 结构 域 催化 RNA 二 聚 体 裂解 形成 类 似 的 
产物 。 

Dicer 酶 也 参与 RISC 复合 体 (RNA-induced silencing complex) 的 功能 。 虽 然 在 一 般 的 
解释 中 Dicer 酶 的 作用 是 产生 引导 性 的 siRNA, 但 是 在 Dicer 酶 的 缺失 突变 体 中 ,外 源 
siRNA 引 起 的 RNAi 的 效率 大 大 降低 。 而 且 , 外 源 引进 的 双 链 发 夹 结构 比 直 接 添 加 siRNA 
引起 的 RNAi 的 效率 更 高 。 这 些 研究 表明 Dicer 酶 和 RISC 复合 体 的 功能 有 密切 的 联系 。 
研究 进一步 表明 ,在 RISC 复合 体形 成 早期 , Dicer BERI dsRBD 复合 物 与 siRNA 结合 在 一 
起 ,参与 RISC 复合 体 的 装配 。 
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8. 1.2 MicroRNA 的 发 现 与 作用 


在 各 类 生物 细胞 中 , 非 编 码 RNA 具有 许多 重要 的 基因 表达 调节 功能 ,从 细菌 的 基因 撕 
贝 数 的 控制 到 哺乳 动物 的 X 染色 体 上 相关 基因 的 表达 抑制 ,都 需要 非 编码 RNA 参与 。 
MicroRNA(miRNA) 是 一 类 21—25 个 核 苷 酸 的 小 分 子 RNA ,在 转录 后 水 平 上 对 基因 的 表 
达 进 行 负 调节 。miRNA 的 许多 成 员 开 始 在 线虫 中 发 现时 ,被 看 做 是 小 分 子 暂时 RNA 分 子 
(small temporal RNAs , stRNAs) ,调节 线虫 的 发 育 转 换 。 后 来 的 研究 表明 , stRNA 是 
miRNA 的 原型 ,在 各 种 细胞 中 广泛 存在 ,调节 许多 生理 和 发 育 过 程 。miRNA 是 通过 RNA 
干扰 途径 发 挥 其 功能 。 

miRNA 是 在 研究 线虫 胚胎 发 育 过 程 中 发 现 的 。 在 线虫 的 研究 中 ,根据 幼虫 发 育 不 同 
阶段 的 特点 ,将 线虫 的 细胞 系 分 成 4 类 , 即 LI1-L4。 突 变 体 lin-4 表现 出 幼虫 发 育 暂 时 缺 
陷 ,在 以 后 的 发 育 过 程 中 进行 重复 地 细胞 分 裂 ,不 能 顺利 进入 以 后 的 发 育 阶 段 。 通 过 分 
子 生 物 学 研究 ,发 现 lin-4 位 点 转录 成 22 个 核 苷 酸 的 非 编码 RNA, 可 以 与 lin-14 基因 的 
3 端 非 翻译 区 的 7 个 保守 位 点 互补 。lin-14 基因 编码 一 个 核 蛋 白 ,调节 线虫 从 L1 阶段 向 
L2 阶段 发 育 。lin-14 蛋白 的 表达 需要 其 mRNA 具有 完整 的 3' 端 非 翻 译 区 。lin-4 对 lin- 
14 基因 的 负 调 节 作 用 的 机 制 揭 开 了 一 个 分 子 生 物 学 和 生物 化 学 研究 的 新 篇 章 。lin-4 还 
通过 相同 的 机 制 ,对 lin-28 进行 调节 。lin-28 基因 编码 一 个 冷 激 蛋 白 , 调 节 线 虫 从 L2 阶 
段 向 L3 阶段 发 育 。 通 过 对 lin-14 基因 和 lin-28 基因 的 对 比 ,发 现 了 数 个 lin-4 的 结合 位 
点 。 到 2000 年 ,通过 正 向 遗传 性 方法 ,发 现 了 称 为 let-7 的 第 二 个 miRNA。let-7 编码 21 
个 核 苷 酸 , 调 控 线 虫 由 L3 阶段 向 成 虫 发 育 转换 。 同 lin-4 相似 , let-7 是 通过 与 lin-41 和 
lin-57 的 3 端的 非 翻译 区 的 互补 结合 而 抑制 了 这 2 个 蛋白 的 翻译 。let-7 的 鉴定 意义 不 仅 
是 提供 了 另 一 个 miRNA 的 例证 ,表明 小 RNA 可 以 调节 一 些 重要 基因 的 表达 ,还 暗示 了 
不 仅 在 线虫 中 ,而 且 在 广泛 的 生物 细胞 中 ,都 有 这 种 调节 机 制 的 可 能 性 。 生 物 信息 学 的 
研究 表明 ,在 生物 细胞 中 存在 众多 的 基因 编码 小 RNA, 说 明 miRNA 对 基因 表达 的 调节 
作用 是 一 个 非常 普遍 的 机 制 。 


8.1.3 miRNA # siRNA 的 区 别 


从 各 种 生物 体 中 鉴定 的 miRNA 已 经 达到 数 百 的 规模 ,其 分 子 特性 已 经 通过 对 let-7 和 
lin-4 的 系统 研究 得 到 很 好 的 揭示 ,并 且 也 为 鉴定 miRNA 提供 了 依据 。miRNA 一 般 在 
21 一 25 个 核 苷 酸 之 间 , 由 较 大 的 可 以 形成 不 完整 的 茎 环 结构 的 前 体 RNA 经 过 加 工 形成 的 
小 分 子 非 编 码 RNA。 在 2 个 核酸 酶 的 作用 下 ,前 体 RNA 的 发 夹 结 构 的 一 个 臂 被 水 解 下 
来 ,成 为 成 熟 的 miRNA, 

在 发 现 第 二 个 miRNA 即 let-7 的 同时 ,RNAi 的 研究 也 取得 了 巨大 进展 。RNAi 机 制 
在 进化 上 保守 ,是 被 双 链 RNA 诱导 发 生 的 基因 序列 特异 性 基因 沉默 。 在 许多 植物 系统 中 ， 
用 于 起 始 RNAi 的 结构 是 引入 约 500bp 的 双 链 RNA。 起 始 结构 最 终 在 细胞 中 加 工 成 为 长 
度 大 小 为 21 一 25bp 的 双 链 RNA, 称 为 siRNA。 其 中 一 条 链 选 择 性 地 与 效应 复合 体 RISC 
(the RNA-induced silencing complex) 结 合 。 保 守 性 的 RNAi 机 制 可 能 反映 了 真 核 细胞 对 
外 源 病毒 或 其 他 寄生 性 核酸 的 防卫 性 反应 ,在 植物 细胞 中 ,RNAi 的 相关 成 分 突变 可 以 抑制 
对 病毒 的 抗 性 ,说 明 PTGS 基因 沉默 介 导 对 病毒 RNA 的 破坏 。 另 外 ,有 些 siRNA 也 可 以 
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在 转录 水 平 上 调节 基因 的 表达 ,如 siRNA 不 但 可 以 在 植物 中 诱导 序列 特异 性 的 启动 子 甲 基 
化 ,在 酵母 中 对 异 源 染 色 体 的 形成 和 动物 细胞 中 的 转 座 沉默 也 非常 重要 。 

从 本 质 上 讲 ,siRNA 和 miRNA 具有 相似 的 分 子 特征 ,产生 机 制 和 功能 效应 。 因 此 ,要 
对 这 2 类 分 子 进行 明确 区 分 存在 困难 。 不 同 的 称谓 可 能 主要 反映 开始 发 现时 的 途径 不 同 。 
siRNA 和 miRNA 的 产生 需要 相同 的 亚 型 核酸 水 解 酶 , 即 Dicer 酶 ,还 有 相同 的 效应 复合 体 
用 以 完成 转录 后 的 基因 沉默 。 从 另 一 方面 来 讲 , 二 者 的 不 同 主要 体现 在 来 源 不 同 , 还 有 就 
是 与 车位 的 结合 模式 不 同 。miRNA 的 来 源 是 细胞 中 基因 组 编码 并 经 转录 形成 的 特异 的 前 
体 RNA 分 子 ,前 体 转录 本 的 结构 和 核 内 的 识别 机 制 决定 了 成 熟 miRNA 的 序列 和 结构 。 而 
siRNA 主要 由 外 源 的 长 片段 的 双 链 RNA 随机 裂解 形成 ,或 者 内 源 基因 的 双向 转录 并 退伙 
形成 双 链 RNA 而 产生 。 许 多 情况 下 ,miRNA SWEAR 3' 端 非 翻 译 区 有 多 个 位 点 通过 不 
完全 互补 完成 ,在 翻译 水 平 负 调 节 基 因 的 表达 。 相 反 , siRNA 与 靶 基因 是 在 一 个 位 点 特异 
性 完全 互补 结合 ,在 互补 位 点 将 靶 基 因 裂 解 (图 11-8) 。 
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图 11-8 细胞 中 siRNA 和 miRNA 的 来 源 和 作用 机 制 (He et al. 2004) 
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8.1.4 miRNA 的 成 熟 


在 动物 细胞 中 ,miRNA 的 成 熟 分 为 2 步 ,第 一 步 是 新 形成 的 miRNA 前 体 转录 本 (pri 
miRNA) 加 工 成 约 70 个 核 苷 酸 的 前 体 (premiRNA) ,第 二 步 是 pre-miRNA 紧 接 着 裂解 形 
成 约 21 一 25 个 核 苷 酸 大 小 的 成 熟 miRNA。 这 个 按 一 定 顺序 裂解 成 熟 的 过 程 由 2 个 在 型 
RN RNase [| enzymes) 催 化 完成 ,分 别称 为 Drosha 和 Dicer, 这 2 个 酶 都 是 特异 性 双 
链 RNA 内 切 核酸 酶 ,在 裂解 位 点 产生 2 个 核 苷 酸 长 度 的 3' 突 出 端 。Drosha 主要 定位 在 
细胞 核 中 ,含有 2 个 串联 的 亚 型 核酸 酶 结构 域 , 一 个 双 链 结合 结构 域 ,还 有 一 个 氨基 酸 末 
端 序列 。 无 论 前 体 转 录 本 即 prrmiRNA 的 序列 和 结构 如 何 ,Drosha 都 可 以 裂解 成 含有 不 
完全 配对 的 茎 环 结构 的 约 70 个 核 苷 酸 的 pre-miRNA。 然 后 premiRNA 从 细胞 核 进入 细 
胞 质 , 这 个 过 程 由 运转 蛋白 Exportin5 (Exp5) 完 成 。 在 细胞 质 中 , Dicer 酶 将 这 些 具 有 发 
夹 结 构 的 前 体 裂解 成 不 完全 配对 的 小 双 链 RNA, Dicer 酶 含有 解 旋 结 构 域 ,一 个 
DUF283 结构 域 ,一 个 PAZ (Piwi-Argonaute-Zwille) 结构 域 ,2 个 串联 的 焉 型 核酸 酶 结构 
域 , 一 个 双 链 结合 结构 域 。 研 究 表明 PAZ 结构 域 含 有 与 ssRNA 的 3 端 互 作 的 结构 ,这 个 
结构 也 可 以 让 PAZ 结 构 域 与 含有 2 个 核 甘酸 长 度 的 3' 突 出 端的 双 链 RNA 相 作 用 。 成 熟 
的 miRNA 有 21 一 25 核 昔 酸 的 长 度 变化 ,这 个 变化 范围 可 能 是 由 于 pre-miRNA 茎 的 错 配 
和 突 环 造成 的 。 

在 植物 细胞 中 没有 与 动物 细胞 中 Drosha 同 源 的 蛋白 ,但 是 植物 细胞 中 的 Dicer 家 族 却 
非常 复杂 。 在 拟 南 芥 中 有 4 种 Dicer 酶 , DCL1，DCL2，DCL3 和 DCLA4, 其 中 DCL1 和 
DCL4 含有 细胞 核定 位 信号 肽 。 因 此 ,动物 细胞 中 Drosha 的 功能 在 植物 中 可 能 由 其 他 的 
Dicer 酶 来 完成 。DCL1 含有 2 个 细胞 核定 位 信和 号, 如果 植 物 细胞 的 DCL1 有 缺陷 , 则 形成 
的 成 熟 miRNA 大 大 下 降 , 但 是 可 以 检测 到 大 量 的 pre-miRNA 的 积累 。 因 此 ,植物 细胞 中 
miRNA 可 以 在 细胞 核 中 形成 。 同 时 ,在 植物 细胞 中 复杂 的 Dicer 酶 组 成 ,还 解释 了 植物 细 
胞 中 siRNA 的 复杂 性 。 在 植物 细胞 中 ,存在 2 种 siRNA, 一 种 是 21~22nt, 一 种 是 约 25nt 
大 小 。 可 能 不 同 的 Dicer 酶 可 以 各 自 产 生 特 异性 siRNA, 

不 同 Dicer 酶 具有 不 同 功能 的 推测 在 许多 生物 细胞 中 得 到 了 证 实 。 在 果 蝇 中 有 2 种 
Dicer 酶 , Dicerl 的 突变 阻止 了 pre-miRNA 的 加 工 过 程 ,但 是 Dicer2 的 缺失 影响 siRNA 的 
产生 ,而 不 影响 miRNA 的 成 熟 。 这 些 研究 结果 与 PAZ 结构 域 只 存在 于 Dicerl 中 ,而 
Dicer2 中 没有 ,PAZ 结构 可 以 识别 pre-mi RNA 的 末端 且 介 导 其 裂解 的 模型 相 一 致 。 


8.2 RNAi 过 程 中 小 RNA 的 鉴定 


虽然 RNAi 途径 在 真 核 生物 细胞 中 比较 保守 ,但 是 在 不 同 的 生物 中 也 遇 到 了 不 同 来 源 
的 dsRNA 和 不 同 的 效应 复合 体 。 效 应 复合 体 一 般 有 一 条 单 链 小 RNA 5 Argonaute 
(Ago) 和 蛋白 家 族 的 成 员 结 合 。Ago 蛋白 含有 核酸 内 切 酶 结构 域 ,但 只 有 一 部 分 Ago 蛋白 有 
催化 活性 并 介 导 RNA 的 裂解 。 还 有 其 他 的 Ago 蛋白 具有 另外 一 些 序列 特异 性 调节 过 程 ， 
如 转录 水 平和 翻译 水 平 的 基因 沉默 。 当 然 中 心 效应 复合 体 还 要 结合 其 他 蛋白 组 分 ,才能 完 
成 裂解 RNA 过 程 。 
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8.2.1 小 RNA 的 种 类 


小 RNA 的 种 类 主要 有 :miRNAs:miRNA 在 动 植物 细胞 中 广泛 存在 。 在 植物 细胞 中 ， 
miRNA 指导 mRNA 的 裂解 ,而 且 序 列 保守 的 靶 序 列 也 可 以 通过 生物 信息 学 工具 进行 鉴定 。 
而 在 动物 细胞 中 ,miRNA 主要 与 mRNA 的 3- 非 翻译 区 的 保守 序列 相 结 合 ; @rasiRNAs: 重复 
相关 序列 小 干扰 RNA(repeat-associated small interfering RNAs; rasiRNAs) , 据 推 测 是 源 于 转 座 
子 的 正义 和 反 义 转 录 本 通过 退火 而 形成 dsRNA。rasiRNA 的 特点 在 于 其 长 度 与 一 般 小 RNA 
不 同 。 在 植物 细胞 中 ,miRNA M siRNA 的 长 度 是 21nt, 而 rasiRNA 是 24nt。 而 在 单 细胞 真 核 
生物 如 裂 殖 酵母 中 ,rasiRNA 是 24—24nt, 主要 与 异 染 色 质 的 形成 有 关 ;G)siRNAs:siRNA BE 
可 以 是 内 源 的 ,也 可 能 是 通过 转基因 表达 而 形成 ,但 是 内 源 的 siRNA 非常 少 , 或 者 不 存在 。 
在 植物 细胞 中 还 有 所 谓 的 tasiRNA, 其 来 源 是 特异 的 miRNA 与 单 链 的 非 编 码 RNA 转录 本 
结合 而 被 Dicer 酶 裂解 形成 的 21nt 的 小 RNA, 进 而 可 以 降解 具有 互补 序列 的 mRNA; 
tncRNAs: 只 存在 线虫 中 ,是 一 类 非 编 码 小 RNA(CTiny non-coding RNAs,tncRNAs), 其 
功能 并 不 明 。 


8.2.2 检测 和 鉴定 小 RNA 的 方法 


主要 有 2 类 方法 来 研究 小 RNA: 一 种 是 检测 已 知 的 小 RNA 的 表达 ,采用 的 是 杂交 
的 方法 ; 另 一 种 是 克隆 的 方法 ,用 以 获得 小 RNA 的 直接 序列 信息 。 另 外 ,生物 信息 学 
用 于 预测 RNAI 的 作用 靶 点 基因 ,这 些 数 据 需要 试验 证 实 。 用 以 检测 的 材料 可 以 是 总 
RNA ,或 者 是 一 定 核酸 长 度 范 围 内 的 总 RNA ,一般 可 以 采用 标准 的 Trizol 法 提取 。 如 
果 是 用 以 克隆 或 者 芯片 操作 , 则 需要 提取 一 定 核酸 长 度 范围 内 的 RNA, 这 样 的 RNA 
需要 通过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 提 纯 。 在 含有 聚 乙 二 醇 8000 和 和 氯 化 钠 的 缓冲 液 中 
通过 沉淀 ,可 以 去 除 大 片段 的 RNA 和 rRNA。 其 他 方法 还 有 如 过 硅化 柱 等 ,也 可 以 得 
到 相应 的 RNA。 

8.2.2.1 杂交 检测 方法 

(1) Northern 杂交 : 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 接着 进行 Northern 杂交 ,提供 了 一 个 简洁 可 
信 的 方法 检测 小 RNA。Northern 杂交 还 提供 了 检测 RNA 片段 的 大 小 信息 ,对 于 区 分 不 同 
类 型 的 小 RNA 非常 重要 。 用 来 杂交 的 探 针 是 目的 基因 ,可 以 是 部 分 ,也 可 以 是 全 长 。 用 于 
杂交 的 RNA 的 量 在 5 一 50pg, 如 果 是 检测 大 量 的 miRNA, 用 量 可 以 少 于 5pg。Northern 杂 
交还 是 一 种 定量 检测 小 RNA 的 方法 。 通 过 将 已 知 浓度 的 小 RNA 稀释 成 浓度 梯度 ,并 与 样 
品 进行 平行 杂交 , 则 可 以 根据 信号 的 强 弱 绘制 标准 曲线 。 样 品 的 杂交 信和 号 强度 与 标准 曲线 
对 照 , 就 可 以 查 到 相应 信和 号 强度 下 的 小 RNA 的 量 。 这 个 方法 已 经 用 在 了 许多 miRNA 的 定 
量 检测 上 。 

(2) RNA 酶 保护 实验 :采用 放射 性 标记 反 义 转录 本 液体 杂交 检测 的 方法 也 可 以 检测 小 
RNA。 过 量 的 放射 性 标记 的 非 配 对 探 针 和 非 配 对 的 单 链 片 段 在 液体 条 件 下 形成 双 链 ,然后 
用 RNA 酶 处 理 , 则 非 配对 区 被 降解 ,而 双 链 区 保存 。 然 后 通过 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 并 
定量 。 要 检测 产生 siRNA 的 大 片段 dsRNA, 可 以 用 超过 siRNA JLA nt 的 片段 作为 探 针 。 
由 于 RNA 酶 处 理 后 产生 的 片段 有 一 定 范围 ,通过 RNA 酶 保护 实验 检测 到 的 RNA 的 量 不 
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如 Northern 杂交 定量 准确 ,但 其 灵敏 度 是 可 以 与 Northern 杂交 的 结果 相 比 较 。 

(3) 引物 延伸 法 :引物 延伸 法 也 是 一 个 以 液体 杂交 为 基础 的 检测 方法 ,但 是 只 能 检测 明 
确 的 小 RNA 片段 ,如 从 已 知 的 发 来 结构 上 产生 的 小 RNA。 经 过 放射 性 标记 的 比 siRNA 
还 要 小 几 个 核 苷 酸 的 DNA 探 针 与 小 RNA 退火 结合 ,然后 以 此 为 模板 ,在 反 转 录 酶 的 作用 
下 延伸 。 延 伸 产 物 通过 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 与 没有 延伸 的 探 针 分 离 而 进行 检测 。 

(4) ERR PCR :此 方法 可 以 用 于 检测 miRNA 的 前 体 。 有 些 商 品 化 的 试剂 盒 采 用 设 
计 套 索 状 引物 添加 通用 引物 序列 ,也 可 以 用 于 成 熟 miRNA 的 检测 。 通 用 引物 序列 用 于 后 
续 的 PCR 扩 增 。 这 种 方法 所 需 的 RNA 的 量 少 , 仅 纳 克 级 的 总 RNA 即 可 。 

(5) miRNA 芯片 :芯片 方法 是 一 个 快速 但 是 需要 高 技术 含量 的 方法 。 芯 片 做 成 后 , 检 
测 样品 需要 进行 生物 素 标记 。 直 接 标记 有 化 学 法 和 酶 法 2 种 。 间 接 标记 法 有 反 转 录 和 
PCR 法 。 总 的 来 讲 , 有 效 地 直接 标记 方法 简单 省 时 ,miRNA 的 用 量 少 , 100 至 几 万 个 分 子 
就 足够 了 。 由 于 不 同 实验 室 采 用 的 标记 方法 不 尽 相同 , 当前 的 许多 方法 还 很 难 评估 来 自 不 
同 研究 组 的 芯片 数据 的 质量 ,也 就 很 难 评价 芯片 方法 的 优 缺 点 。 如 果 不 同 实验 室 都 采用 相 
同 的 对 照 ,将 对 这 种 现状 有 所 改善 。 

(6) 原 位 杂交 :此 方法 虽然 广泛 用 于 检测 不 同 组 织 中 的 小 RNA, 但 是 由 于 小 RNA 的 长 
度 限 制 ,目前 这 些 方法 还 不 完善 。 由 于 原 位 杂交 的 部 位 还 有 许多 杂质 影响 杂交 效果 ,而 且 
由 于 RNA 本 身 的 不 稳定 ,在 洗涤 步骤 中 经 常 出 现 问题 。 但 是 ,由 于 其 检测 的 目的 性 很 明 
确 ,还 是 有 许多 研究 应 用 这 个 方法 。 

8.2.2.2 小 RNA 的 克隆 


(1) 构建 小 RNA 的 cDNA 文库 并 测序 :目前 所 知 的 miRNA 主要 是 通过 克隆 鉴定 的 ， 
而 且 也 是 发 现 新 的 小 RNA 的 主要 方法 。 用 于 RNAi 的 小 RNA 的 结构 是 5 端 含 有 磷酸 而 
3 端 含有 羟基 ,而 其 他 RNA 酶 产生 的 水 解 产物 往往 是 5" 端 含有 羟基 并 含有 2',3' 磷 酸 环 化 
或 者 2 ,3 单 磷 酸 。 虽 然 这 些 结构 特点 可 以 用 以 区 分 不 同 的 小 RNA, 但 是 在 细胞 中 ,小 
RNA 在 进入 RNAi 途径 前 会 被 其 他 修饰 酶 修饰 (如 激酶 、 磷 酸化 酶 . 甲 基 化 酶 等 ) 。 小 RNA 
的 命运 并 不 清楚 ,因为 它们 在 与 蛋白 (如 Ago) 结 合 之 前 ,就 可 能 被 迅速 降解 。 不 同 细胞 类 
型 或 者 不 同 物种 中 RNAi 的 变化 也 会 影响 小 RNA 的 克隆 过 程 。 

整个 小 RNA 的 克隆 过 程 需要 许多 步骤 ,一 般 的 过 程 包括 在 小 RNA 的 2 端 加 上 接头 ， 
然后 反 转 录 形成 cDNA, 再 通过 PCR 富 集 片段 ,再 克隆 到 载体 上 进行 测序 。RNA 起 始 浓度 
最 低 10pg, 常 用 的 浓度 一 般 要 达到 200pg。 用 于 连接 接头 的 酶 主要 有 :T4 RNA 连接 酶 1 
(Rnll) 用 于 催化 接头 与 小 RNA 的 连接 ; 以 及 Rnl2(1-249)(T4 RNA 连接 酶 2 XT BD. 
T4 RNA 连接 酶 可 以 催化 RNA 的 5' 端 的 磷酸 和 3" 端 含有 的 羟基 结合 而 环 化 ,从 而 影响 接 
头 的 连接 。 防 止 此 问题 的 主要 对 策 有 :3 接头 的 3 端 通过 化 学 处 理 使 其 含有 不 完整 的 核 昔 
酸 而 阻 断 此 末端 与 其 他 片段 5 端的 结合 ;小 RNA 去 磷酸 化 以 防止 自身 环 化 ;3/ 接 头 结合 到 
小 RNA 上 后 再 在 5 端 加 上 腺 苷 酸 从 而 在 连接 中 不 加 ATP 而 降低 环 化 效率 。 使 用 Rnl2 也 
可 以 减少 小 RNA 的 自身 环 化 。 加 入 3 端 接头 后 ,经 过 桶 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 纯化 ,再 进行 5 
端 接头 的 连接 。 此 时 小 RNA 如 果 是 5 端 被 去 磷酸 化 的 , 则 必须 进行 5' 端 磷酸 化 。 

加 入 接头 的 小 RNA 可 以 用 与 接头 结合 的 引物 ,在 反 转 录 酶 的 作用 下 ,经 过 反 转 录 形 成 
cDNA。 然 后 用 与 接头 结合 的 通用 引物 (一 条 与 反 转 录 引 物 互 补 ) 进 行 PCR 扩 增 ,PCR 产物 
克隆 到 载体 上 ,构建 成 cDNA 文库 ,再 进行 测序 。PCR 片段 是 含有 多 个 片段 的 混合 物 ,不 能 
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直接 用 于 测序 。 

(2) 小 RNA 文库 数据 的 分 析 与 解释 :为 了 明确 克隆 到 的 小 RNA 的 功能 ,所 测定 的 序列 
首先 要 和 基因 组 序列 进行 比 对 。 一 般 来 讲 ,构建 的 文库 中 有 一 半 左 右 的 克隆 是 属于 siRNA 或 
者 miRNA。 根 据 基因 组 注释 的 程度 ,与 RNAi 有关 的 小 RNA 可 以 与 大 量 的 结构 RNA 如 
rRNAs, tRNAs, snRNAs, snoRNAs, or mRNA 区 别 开 来 。 其 主要 特点 是 :长 度 大 小 在 21— 
24bp 之 间 ;5 端 绝 大 多 数 不 变 , 为 尿 喀 啶 核 昔 酸 ,而 3 端 变化 很 大 ;在 miRNA 两 侧 的 基因 组 序 
列 包 含 高 度 互 补 的 20~30nt 的 片段 ;miRNA 前 体 序列 具有 形成 套 索 状 结构 的 特征 。 由 于 
Dicer 酶 的 催化 产物 裂解 很 快 ,所 以 大 片段 的 mRNA 被 裂解 成 许多 小 RNA, 因 而 独立 的 siR- 
NA 或 者 rasiRNA 的 频率 很 低 ,多 是 单个 克隆 。 因 此 ,为 了 尽 可 能 地 了 解 功能 性 siRNA 或 ra- 
siRNA, 需 要 进一步 改进 克隆 方法 ,增加 克隆 效率 ,提高 克隆 频率 (图 11-9) 。 

总 RNA 片 断 








pame P xin 
ud 
5'HO -OH 3' 
3' 接 头 连接 .T4 RNA ; y A Q-L 3' 
连接 酶 1, ATP lo 7 EERERNO — 关连 接 
5'H0 — — EEG. 5: GN  Rnl2(1-249), 不 需 ATP 


|o T4 PNK, ATP 





PCR, REIHER, EAE 
| [ri 
图 11-9 小 RNA 的 克隆 流程 ( 引 自 Aravin et al. ,2005) 


8.3 真菌 中 RNAi 涉及 的 酶 系统 的 特点 


RNAi 途径 及 其 作用 在 脉 胞 霉 真 菌 中 研究 最 多 ,其 他 真菌 中 的 研究 较 少 。 但 是 应 用 RNAi 
机 制 进行 基因 功能 分 析 的 研究 却 在 真菌 中 广泛 应 用 ,并 观察 到 与 动 植物 细胞 中 相似 的 转录 后 
水 平 的 表达 抑制 作用 。 随 着 真菌 基因 组 全 序列 测序 研究 的 快速 发 展 ,在 重要 模式 真菌 的 基因 
组 水 平 上 大 规模 分 析 真 菌 RNAi 途径 涉及 的 酶 组 分 非常 方便 。 随 着 动 植物 细胞 中 RNAI 机 制 
的 深入 研究 ,通过 同 源 比较 ,真菌 中 RNA 途径 涉及 的 成 分 也 逐渐 被 鉴定 出 来 。 研 究 表明 ,在 
TRA HTA .接合 菌 以 及 孵 菌 的 基因 组 中 ,都 存在 RNA 干涉 相关 酶 系 的 成 分 ,如 RdRP-， 
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PPD- 以 及 类 似 Dicer 蛋白 等 酶 系 组 分 等 。 但 也 有 一 些 种 类 ,如 在 芽 殖 酵母 类 的 真菌 (Schizzos- 
accharomyces cescerevisiae , Saccharomyces castelli ) 1B ££ EE t} Pp (Candida guilliermondii 和 
C. lusitaniae) V OK IUE) BR (Ustilago maydis) 的 基因 组 中 ,就 没有 RNA 干涉 相关 酶 系 的 成 
分 。 但是, 这些 生物 细胞 中 并 不 是 没有 siRNA, EFR Saccharomyces castelli ) 中 ,存在 
与 动 植物 Dicer 酶 不 同 的 可 以 裂解 双 链 RNA 的 酶 ,与 Dicer 酶 部 分 同 源 , 称 为 Derl。 与 通常 的 
Dicer 酶 相 比 ,Dcrl 酶 只 含有 1 个 亚 型 核酸 酶 结构 域 , 缺 乏 PAZ 结构 域 , 却 有 1 个 dsRNA 结合 
结构 域 。 而 在 Saccharomyces castelli 细胞 中 ,也 存在 大 量 的 23nt 的 小 RNA。 据 推测 ,这 些小 
RNA 的 功能 是 钝 化 转 座 子 ,从 而 使 基因 组 结构 更 加 稳定 。 这 也 从 另 一 方面 说 明 ,RNAi 途径 是 
经 进化 而 来 ,这 些 生 物 中 RNAi 途径 相关 酶 系 的 缺乏 是 这 些 生 物 缺 乏 正 向 选择 压力 下 进化 的 
结果 ,或 者 是 负 选 择 压 力 的 适应 结果 。 

RNA 干涉 相关 酶 系 的 成 分 在 不 同类 型 的 真菌 中 变化 也 较 大 。 在 子囊 菌 的 脉 胞 酶 
(Neurospora crassa ) 基 因 组 中 ,RNAi 途径 的 相关 成 分 较 多 ,有 3 个 RHRPORNA dependent 
RNA polymerase (RdRP) ) 同 源 序列 ,2 个 PPD[ piwi-PAZ domain (PPD 或 Argonaute) ] 同 
源 序列 和 2 个 Dicer 酶 同 源 序列 。 而 米 曲霉 中 只 有 1 个 PPD 蛋白 和 1 个 Dicer 同 源 序列 ， 
芽 殖 酵母 (Schizosaccharomyces pombe) 中 也 只 有 1 个 PPD 蛋白 、1 个 Dicer 同 源 序列 和 1 
个 RdRP 同 源 序列 ,其 他 酶 的 同 源 序列 缺失 。 但 是 在 S. pombe 中 ,可 能 含有 骨干 沉默 成 分 ， 
其 他 真菌 中 的 酶 成 分 是 由 他 们 复制 或 者 歧化 而 来 。 不 同 真菌 中 的 RNA 干涉 相关 酶 系 的 成 
分 的 系统 发 育 关 系 分 析 表 明 ,它们 有 共同 的 起 源 , 但 分 化 比较 大 ,在 发 期 进化 过 程 中 发 生 了 
ithe, ÆJI Fusarium graminearum ) 1 个 基因 与 脉 胞 霉 的 RdRP 同 源 ,而 3 个 与 
PPD 同 源 。 在 稻 瘟病 菌 中 也 有 类 似 的 情况 ,说 明 不 同 生 物 之 间 的 RNA 干涉 具有 相似 的 分 
子 基 础 ,RNA 干涉 在 进化 上 比较 保守 。 在 担子 菌 中 ,至 少 有 2 个 类 型 的 Dicer 酶 ,3 个 
RdRP,2 个 PPD, 担 子 菌 和 子 阁 菌 的 RNA 干涉 相关 酶 类 是 由 同一 家 族 的 酶 进化 而 来 ,但 是 
担子 菌 中 的 RNAi 酶 系 比 子宫 菌 中 的 情况 要 复杂 。 最 近 的 研究 表明 ,真菌 的 RNAi 途径 与 
真菌 抗 真菌 病毒 有 关 ,而 这 在 动 植物 中 已 经 明确 ,这 进一步 显示 了 RNAi 在 真菌 动物 和 植 
物 中 具有 共同 的 生理 功能 。 


8.4 ”真菌 中 利用 RNAi 研究 基因 功能 的 进展 


在 真菌 细胞 中 ,siRNA 途径 已 经 被 证 实 存在 ,而 miRNA 途径 日 前 在 真菌 中 还 没有 发 
现 。 但 并 不 意味 着 真菌 中 没有 小 RNA。 最 早 在 真菌 中 发 现 的 小 RNA 对 基因 表达 的 抑制 
MR EERIE Neurospora crassa ) 中 发 现 的 ,外 源 导 人 基因 可 以 抑制 与 其 有 同 源 序 
列 的 内 源 基因 的 表达 ,而 将 此 现象 称 为 基因 压制 (gene quelling) 现 象 。 随 着 RNAi 在 动 植 
物 细胞 中 研究 的 深入 和 其 机 制 的 揭示 ,人 们 认识 到 真菌 中 的 quelling 与 植物 中 的 基因 沉默 
现象 机 制 基 本 相同 。 真 菌 中 的 基因 压制 现象 植物 中 的 基因 沉默 现象 和 动物 中 的 基因 干扰 
现象 的 产生 有 相同 的 产生 机 制 ,从 而 真菌 中 这 些 现象 也 逐渐 统一 称 为 RNA 干涉 (RNAi) 。 


8.4.1 真菌 中 RNAi 的 不 同 途 径 


在 模式 丝 状 真菌 粗糙 脉 孢 菌 ( Neurospora crassa) 的 研究 中 ， 发 现 其 细胞 中 存在 由 小 
RNA 引起 的 基因 表达 的 抑制 作用 , 分 别 有 基 因 压 制 (gene quelling) 和 减 数 分 裂 沉 默 
(MSUD) 2 种 不 同 的 途径 ,调节 细胞 的 发 育 。 基 因 压 制 发 生 在 营养 菌 丝 中 , 而 减 数 分 裂 沉 


第 十 一 章 ” 丝 状 真菌 的 功能 基因 组 分 析 。 199 。 


EE ——— 


默 发 生 在 有 性 生殖 阶段 。 

AARE Neurospora crassa ) 中 发 现 的 基因 压制 (gene quelling) 是 最 早 在 真菌 
中 发 现 的 基因 沉默 现象 。 在 野生 型 粗糙 脉 抱 菌 中 转 入 类 胡萝卜 素 基 因 al-l, 部 分 转化 子 中 
目的 基因 的 表达 水 平 剧 烈 降 低 , 抑 制作 用 同时 作用 于 内 源 基因 和 外 源 基 因 ,抑制 作用 是 发 
生 在 转录 后 水 平 上 。 基 因 沉 默 的 水 平 是 由 外 源 转 化 基因 的 编码 区 引起 ,基因 的 启动 子 区 没 
有 人 作用。 基因 压制 作用 发 生 在 营养 菌 丝 生 长 过 程 中 ,基因 表达 的 抑制 作用 还 伴随 着 DNA 
甲 基 化 过 程 ,这 与 RNAi 在 一 般 情况 下 不 同 。 通 过 对 粗粮 脉 抱 菌 (N. crassa) 压制 缺陷 突变 
体 的 研究 ,发 现 基因 压制 作用 需要 RNA 途径 的 相关 酶 系 参与 ,目的 基因 表达 的 抑制 作用 
与 依赖 RNA 的 RNA 聚合 酶 (RNA dependent RNA polymerase, RdRP) 有 关 , 说 明基 因 压 
制 途径 与 典型 的 RNAi 类 似 。 但 是 ,其 中 的 有 些 酶 还 参与 其 他 细胞 分 化 过 程 。 

TUR kTR Neurospora crassa ) 中 另 一 种 基因 沉默 现象 发 生 在 有 性 过 程 中 , 称 为 减 数 
分 裂 沉默 (Meiotic silencing by unpaired DNA , MSUD), 。 在 有 性 生殖 过 程 中 ,2 个 单 核 菌 
丝 交配 ,形成 一 个 短暂 的 双 倍 体 菌 丝 阶段 即 合子 。 合 子 进行 减 数 分 型, 此 过 程 涉及 同 源 染 
色 体 配对 等 过 程 。 减 数 分 裂 后 还 有 一 次 有 丝 分 裂 , 然 后 在 子 电 中 形成 子 守 孢 子 。MSUD 导 
致 同 源 染 色 体 上 一 方 基因 沉默 ,但 不 影响 另 一 方 染色 体 , 从 而 导致 同 源 染 色 体 不 能 正常 配 
对 而 减 数 分 裂 结 构 异 常 , 其 结果 是 只 产生 了 野生 型 菌株 一 半 的 子囊 孢子 。 这 个 过 程 发 生 在 
染色 体 配 对 到 子囊 孢子 形成 的 短暂 时 期 。MSUD 与 RNAi 联系 起 来 是 在 研究 MSUD 抑制 
突变 体 过 程 中 发 现 的 。RNAi 途径 的 多 个 酶 参与 了 MSUD 过 程 , RNAi 信号 途径 也 参与 了 
这 个 过 程 。 有 性 时 期 的 RNAi 现象 也 在 动物 细胞 的 生殖 阶段 发 现 ,说 明 这 也 是 非常 古老 的 
保守 途径 。 但 是 还 有 RNAi 酶 系 以 外 的 蛋白 成 分 参与 MSUD 和 Quelling 过 程 ,说 明 真菌 
中 存在 不 同 于 一 般 RNAi 的 抑制 途径 。 


8.4.2 RNAi 与 芽 殖 酵母 中 异 染 色 质 


RNAi 途径 不 但 可 以 引起 转录 后 基因 沉默 ,而 且 还 可 以 引起 转录 水 平 的 基因 沉默 。 
RNAi 途径 可 以 引起 DNA 或 者 组 氨 酸 的 修饰 ,导致 所 谓 异 染色 质 的 抑制 性 染色 质 结构 的 组 
装 。 此 过 程 限 制 了 不 需要 的 基因 重组 和 重复 序列 如 转 座 子 的 移动 ,因而 在 基因 组 的 稳定 性 
方面 有 重要 作用 。 染 色 体 的 正常 分 离 也 需要 RNAi 介 导 的 异 染 色 质 的 形成 ,RNAi 途径 能 
够 促进 细胞 分 裂 时 结合 染色 体 的 形成 ,促进 姊妹 染色 体 在 着 丝 点 区 域 的 结合 。RNAi 途径 
还 指导 抑制 性 染色 质 形 成 或 DNA, 的 修饰 ,此 过 程 在 果 蝇 .动物 和 植物 中 高 度 保守 。 

裂 殖 酵母 的 异 染色 质 一 般 存 在 于 着 丝 点 、 端 粒 和 交配 型 区 域 。 着 丝 点 区 域 的 DNA 大 
小 约 35 一 110kb。 其 中 心 区域 (cnt) 有 1 个 独特 的 DNA 序列 ,旁边 有 2 个 类 型 的 重复 DNA 
序列 , 称 为 内 板 重复 序列 (imr) 和 外 部 重复 序列 (otr) 。otr 区 域 也 有 2 个 类 型 的 重复 序列 ， 
称 为 dg 和 dh 重复 区 。 列 殖 醇 母 中 RNAi 途径 的 每 步 关键 酶 都 只 有 1 个 :1 个 Dicer 酶 催化 
形成 siRNA; 1 个 Argonaute (Agol) 蛋 白 , 与 siRNA 结合 ;1 个 RNA 指导 的 RNA XA B, 
以 RNA 为 模板 合成 双 链 RNACGSRNA), RNAi 途径 的 任何 一 个 酶 的 缺失 突变 都 导致 着 
丝 点 区 域 没 有 异 染色 质 ,并 伴随 有 来 自 dg/dh 区 的 正义 和 反 义 转录 本 的 积累 。 交 配 型 区 域 
位 点 的 DNA 序列 与 dg/dh 区 的 部 分 同 源 性 达到 96%。 但 是 和 着 丝 点 不 同 ,只 有 在 交配 型 
区 域 的 其 他 基因 也 突变 的 情况 下 ,RNAi 才 影 响 异 染色 质 的 形成 。 这 说 明 交 配 型 区 域 异 染 
色 体 的 形成 需要 2 个 途径 ,一 个 依赖 RNA 的 途径 , 另 一 个 是 独立 于 RNAI 的 其 他 途径 。 这 
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种 情况 也 发 生 在 端 粒 区 域 。 总 的 来 说 , 裂 殖 酵母 基因 组 的 3 个 区 域 的 蜡染 色 质 的 形成 与 
RNAi 有关 ,但 交配 型 区 域 和 端 粒 区 域 与 着 丝 点 区 域 不 同 ,是 在 缺乏 RNAI 时 形成 异 染 色 
质 。 另 外 ,与 端 粒 紧密 连接 的 核糖 体 基 因 ,是 一 个 RNAi HES. RNAi 还 可 以 引起 组 氨 酸 
的 甲 基 化 ,从 而 对 基因 的 表达 起 到 调节 作用 。 


8.4.3 了 RNAi 发 卡 结构 表达 载体 应 用 于 真菌 基因 功能 研究 


利用 真菌 细胞 中 RNAI 的 机 制 可 以 研究 目的 基因 的 功能 。 虽 然 也 有 直接 对 真菌 饲 咀 
siRNA 诱导 基因 沉默 的 研究 报道 ,但 是 通过 构建 整合 载体 诱导 基因 沉默 是 真菌 中 RNAI 研 
究 的 主要 方式 。 根 据 目 的 基因 的 序列 信息 和 结构 特点 ,在 体外 构建 可 以 转录 形成 双 链 RNA 
的 载体 , 导 和 人 细胞 后 , 则 可 引发 目的 基因 的 mRNA 降解 ,从 而 高 效 抑制 目的 基因 的 表达 。 

虽然 用 目的 基因 编码 区 构建 的 quelling 载体 已 经 证 明 是 有 效 的 RNAi 载体 ,但 是 研究 
发 现 利 用 构建 可 以 诱发 RNAi 的 发 夹 结 构 载 体 , 即 hpRNA (hairpin RNA) 表 达 载 体 ,诱发 
基因 沉默 的 效率 更 高 。 其 基本 特点 是 将 目的 基因 的 片段 正 反 向 连接 到 1 个 真菌 启动 子 下 ， 
转化 真菌 ,使 载体 整合 到 真菌 的 基因 组 中 ,在 真菌 启动 子 的 调控 下 ,转录 形成 mRNA., hF 
形成 的 目的 mRNA 具有 反 向 重复 序列 , 则 自身 的 不 同 片段 之 间 具 有 互补 序列 顺序 ,可 自动 
结合 形成 含有 发 夹 结构 的 双 链 RNA。 通 过 构建 载体 诱导 hpRNA 表达 是 目前 广泛 应 用 的 
一 种 在 真菌 中 诱发 RNAi 的 方法 。 在 hpRNA 表达 载体 的 基础 上 ,又 发 展 了 一 -种 更 为 高 效 
的 ihpRNA(intron-hpRNA) 表 达 和 载体 , 即 ihpRNA 表达 载体 以 靶 基 因 的 反 向 重复 序列 为 发 
夹 结构 的 两 蔷 , 两 臂 之 间 由 真菌 的 内 含 子 相连 。 这 些 载体 在 真菌 及 鞭毛 菌 和 黏 菌 等 类 真菌 
中 的 成 功 应 用 ,充分 证 明了 RNAi 技术 可 以 研究 真菌 基因 功能 。2002 年 Liu 等 人 在 研究 担 
子 菌 酵母 新 型 隐 球 菌 (Cryptococcus neo formans ) 中 ,首先 将 hpRNA 表达 载体 应 用 于 真菌 
的 基因 沉默 研究 。Liu 等 人 将 目的 基因 的 两 个 臂 反 向 连接 ,中 间 以 GFP 作为 间隔 ,构建 了 
可 以 转录 形成 发 来 结构 的 双 链 RNA 的 载体 ,以 便 使 基因 在 转录 后 形成 发 卡 结构 ,转化 新 型 
RA ,结果 显示 表现 完全 突变 表 型 的 转化 子 占 7% 一 10%。 

在 稻 瘟病 菌 中 ,以 载体 pSilent-1 为 基础 ,用 ihpRNA 表达 载体 研究 丝 状 真菌 基因 功 

Xhol, SnaBl,HindW ^ Bg/l. Sphl , Std, Kpnl , Apal 能 ,干涉 稻 瘟 病菌 基因 MPG1 ,沉默 
效率 可 达 70%% 一 90% ,完全 突变 表 
型 占 1026 — 5025 ,沉默 效率 明显 提 
高 。 由 于 含有 潮 霉 素 抗 性 基因 、 多 
克隆 位 点 和 内 含 子 间隔 区 ,使 载体 
构建 步骤 大 大 简化 , pSilent-1 载体 
成 为 ihpRNA 表达 载体 构建 的 有 效 
工具 (图 11-10) 。 此 后 ,Krajaejun 等 
人 又 发 展 了 以 PEANTAi4 载体 为 基 
础 的 ihpRNA 表达 载体 ,利用 Gate- 
way 技术 和 绿色 荧光 蛋白 标记 技术 
人 研究 人 类 病原 菌 皮炎 芽 生 菌 (Bias- 
图 11-10 用 于 稻 瘟病 菌 RNAi 研 究 的 pSilent-1 载体 tomyces dermatitidis ) ,结果 表明 此 


(5| B Nakayashiki et al. ,2005) 表达 载体 同样 有 很 高 的 沉默 效率 ， 
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载体 构建 不 用 酶 切 ,简化 了 克隆 步 又。 此 外 ,在 灰 盖 鬼 人 多 (Coprinus cinereus) . 28 BI 
(Schizophyllum commun ) , È Ai *& H Æ (Mortierella alpina ) , FR © Wt $% 4& C Bipolaris 
oryzae) . Bi 2e + PR (Blastomyces dermatitidis) 等 多 种 真菌 的 基因 功能 研究 中 ，ihpRNA 
表达 载体 得 到 广泛 应 用 ,成 为 在 真菌 基因 功能 研究 中 成 熟 的 技术 。 此 后 ,hpRNA KER 
体 诱 导 的 RNA 沉默 技术 在 真菌 基因 功能 研究 中 被 广泛 迅速 地 应 用 ,在 包括 烟 曲霉 (As- 
pergillus fumigatus) , R$ (Aspergillus flavus) , EA EJ Bj (Venturia inaqualis) , 3e gi £R 
Z1 P (Histoplasma capsulatum) , f^t f 8$ (Aspergillus parasiticus) 等 许多 真菌 中 开 
展 了 研究 。 


8.4.4 双 局 动 子 反 向 构建 的 RNAi 载体 系统 应 用 于 真菌 基因 功能 研究 


构建 ihpRNA 表达 载体 至 少 需要 2 步 :将 目的 基因 的 编码 序列 克隆 2 次 ,然后 连接 到 
ihpRNA 载体 中 , 单 酶 切 插 入 的 要 确定 方向 ,以 第 选 到 插入 方向 正确 的 载体 。 如 果 要 以 
RNAi 技术 研究 大 量 不 同 基因 的 功能 ,工作 量 很 大 ,因而 限制 了 ihpRNA 载体 的 应 用 。 高 通 
Ht RNAi 载体 的 构建 研究 要 求人 迫切 ,研究 进展 也 很 快 。 目 前 已 2 种 高 通 量 RNAI 载体 得 到 
应 用 。 一 是 使 用 Gateway 技术 ,在 ihpRNA 载体 上 添加 特异 性 重组 酶 的 识别 序列 ,并 反 向 
连接 2 个 相同 的 启动 子 (RNA 聚合 酶 开 的 启动 子 ) ,目的 基因 的 同 源 序列 通过 PCR 扩 增 之 
后 ,可 以 直接 连接 到 载体 中 ,而 无 需 常 规 的 酶 切 -连接 克隆 过 程 。 这 种 载体 已 经 在 His- 
toplasma capsulatum, Magna porthe oryzae 和 C.neoformans 等 真菌 基因 功能 分 析 中 得 到 
应 用 。 另 外 是 将 2 个 不 同 的 启动 子 反 向 连接 到 载体 上 ,中 间 是 多 克隆 位 点 ,构建 形成 含有 反 
问 双 启动 子 系统 的 RNAi 载体。 在 这 个 系统 中 , 靶 基 因 的 正义 和 反 义 RNA 在 2 个 反 向 启 
动 子 的 作用 下 独立 进行 转录 。2 个 转录 本 在 细胞 中 可 以 自身 互补 配对 ,形成 双 链 RNA。 因 
此 ,采用 反 向 - 双 启 动 子 系统 的 载体 构建 目的 基因 的 RNAi 载体 只 需 一 次 连接 且 不 必 考 虑 插 
人 片段 的 方向 ,载体 构建 简单 ,对 大 量 基因 的 RNAi 研究 非常 方便 。pSD1(pSilentDaull) 


载体 即 是 这 种 结构 (图 11-11) 。 其 结构 特点 是 含 高 通 量 基 内 

有 两 个 方向 相反 的 启动 子 , 即 TrpC 启动 子 (the 
tryptophan synthetase) 和 gpdA 启动 子 (glyceral- TI 
dehyde-3-phosphate dehydrogenase), H Æ% #2 EE M 


家 Nguyen 等 人 将 绿色 荧光 蛋白 (eGFP) 基 因 插 在 
多 克隆 位 点 之 前 , 则 和 靶 基 因 与 GFP 基因 将 共 转 
录 。 当 用 这 样 的 载体 转化 含有 GFP 的 菌株 时 , 目 
的 基因 和 GFP 将 形成 双 干 涉 , 转 化 子 可 以 通过 观 
察 绿色 荧光 是 否 减弱 来 直接 初 筛 ,简化 了 对 大 量 
转化 子 的 筛选 工作 。 但 此 类 载体 的 沉默 效率 要 比 
ihpRNA 表达 载体 低 。 但 是 少量 转化 子 中 的 基因 
表达 抑制 率 较 高 ,研究 结果 表明 沉默 效率 为 80%. 
他 们 应 用 pSD1 系统 研究 稻 瘟病 菌 的 37 个 钙 离子 
信和 号 相关 基因 ,并 分 析 各 个 基因 在 该 菌 的 生长 、 附 
着 胞 分 化 和 致 病 性 方面 的 作用 进展 。 共 抑制 现象 图 11-11 双 启动 子 反 向 构建 的 RNAi 载体 
也 在 其 他 真菌 如 Cryptococcus neo formans , Ven- ( 引 自 Caracuel-Rios et al. ,2008) 
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turia inaequalis, Acremonium chrysogenum 及 Blastomyces dermatitidis 中 得 到 证 实 ， 许 
多 基因 沉默 转化 子 表现 了 与 该 基因 的 敲 除 转化 子 相 同 的 表 型 。 这 些 研究 表明 ,这 样 的 载体 
可 以 用 于 高 通 量 的 研究 真菌 的 基因 功能 ,为 大 规模 确定 基因 的 功能 提供 了 技术 支持 。 


8.5 RNAi 在 真菌 基因 功能 研究 中 的 优点 和 不 足 


作为 一 种 分 子 遗 传 学 研究 的 方法 ,与 其 他 传统 基因 功能 分 析 如 基因 区 除 等 技术 相 比 ， 
RNAi 技术 有 其 优势 也 有 缺陷 ; 

首先 ,RNAi 产生 的 后 果 是 基因 表达 的 抑制 ,而 不 是 完全 缺失 。 在 真菌 的 关键 基因 功 
能 研究 方面 ,由 于 这 些 关键 基因 多 是 致死 基因 ,采用 其 他 方法 研究 其 功能 将 很 困难 ,而 
RNAi 技 术 将 显示 其 独特 的 作用 。 这 对 于 致死 基因 的 研究 来 讲 , RNAi 是 个 很 有 用 的 方 
法 ,简单 易 行 ,效果 明显 。 但 是 ,由 于 不 同 转化 子 中 的 抑制 效率 不 同 ,转化 子 之 间 可 能 会 
表现 出 不 同 的 表 型 ,从 而 造成 对 研究 结果 的 分 析 表 述 带 来 困难 ;另外 ,由 于 RNAi 产生 
系列 的 表 型 ,这 些 表 型 的 差异 多 是 由 于 目的 基因 的 表达 量 的 不 同 而 造成 的 ,这 就 提供 了 
比 基 因 效 除 更 多 的 生物 学 信息 供 我 们 分 析 , 对 于 一 些 基因 对 生长 发 育 重要 性 的 评估 等 方 
面 非常 有 用 。 如 在 真菌 有 效 药 物 靶 点 的 筛选 方面 ,通过 RNAI 技术 的 抑制 效率 和 表 型 变 
化 的 比较 ,确定 备 选 药 靶 分 子 的 重要 性 。 可 以 根据 备 选 药物 的 作用 特点 ,快速 地 找到 最 
有 效 的 靶 基 因 。 

另外 ,RNAi 技术 是 序列 特异 性 地 抑制 基因 的 表达 ,而 基因 毅 除 是 位 点 特异 性 的 技术 。 
这 个 特点 对 多 拷贝 基因 的 功能 分 析 具 有 显著 优势 ,而 基因 谓 除 对 多 拷贝 基因 的 研究 非常 困 
XE. Wi RNAi 技术 对 多 拷贝 基因 的 沉默 效应 已 经 得 到 证 实 。 无 论 基 因 多 拷贝 还 是 基因 家 
族 ,也 无 论 是 基因 簇 还 是 多 拷贝 分 布 在 多 条 染色 体 上 ,RNAi 都 可 以 起 作用 。 特 别 是 在 研究 
异 核 体 和 多 核 体 的 真菌 中 ,RNAi 技术 将 发 挥 无 法 替代 的 作用 。 选 择 多 拷贝 基因 中 的 保守 
区 域 构建 RNAi 载体 ,可 以 诱导 整个 基因 家 族 的 沉默 。 当 基因 宛 余 会 掩盖 基因 缺失 突变 体 
的 表 型 而 无 法 采用 敲 除 时 ,RNAi 技术 优势 明显 。RNAi 的 共 抑 制 现 象 说 明 , 我 们 将 多 个 基 
因 的 序列 片段 构建 在 同一 个 载体 中 ,实现 多 个 基因 的 同时 沉默 ,这 是 其 他 技术 不 能 完成 的 。 
由 于 RNAi 对 基因 的 表达 抑制 发 生 在 细胞 质 中 ,对 于 染色 体 上 重组 非常 困难 的 位 点 的 基因 
功能 分 析 ,RNAi 技术 也 可 以 完成 ,而 依赖 同 源 重组 来 完成 的 基因 敲 除 技术 无 法 完成 。 在 高 
通 量 研究 基因 的 功能 方面 ,RNAi 技术 已 经 显示 出 了 很 好 的 潜力 。 

RNAi 技术 的 缺陷 主要 是 :RNAi 虽然 是 序列 特异 性 的 ,但 有 时 会 有 “ 脱 靶 ”现象 ,对 具 
有 部 分 同 源 的 基因 的 表达 也 进行 了 抑制 ,这 样 将 对 研究 结果 的 分 析 产 生 不 良 影响 。 对 于 脱 
苇 的 问题 ,一 般 认 为 增加 RNAI 载体 上 目的 基因 的 长 度 可 以 减轻 脱 靶 效应 。 大 片段 的 双 链 
RNA 经 Dicer 酶 处 理 后 ,会 产生 一 系列 的 siRNA ,而 产生 脱 靶 效应 的 siRNA 所 占 的 比例 会 
下 降 , 从 而 减轻 脱 靶 效应 。 同 时 ,也 要 求 对 RNAi 的 转化 子 表 型 的 分 析 必 须 更 加 仔细 。 
RNAi 载体 在 基因 组 中 的 随机 插入 可 能 会 直接 破坏 插入 点 的 基因 而 影响 表 型 ,因此 需要 多 
个 RNA 沉默 转化 子 才 能 充分 体现 靶 基 因 的 功能 ，RNAi 突变 体 的 表 型 无 法 通过 重新 导 人 
靶 基 因 进 行 恢复 ,虽然 有 采用 基因 替换 的 方法 进行 表 型 恢复 实验 ,但 这 个 方法 的 原理 与 基 
EX A ERR ER ,难以 进行 高 通 量 的 应 用 。 


8.6 AAPP RNAI 研究 的 一 般 步 骤 概 述 
(1) 目的 基因 片段 的 克隆 。 根 据 所 要 构建 的 载体 特点 和 目的 基因 序列 设计 特异 性 引 
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物 ,通过 PCR 扩 增 出 150 一 600bp 的 编码 区 ,引物 或 者 克隆 载体 上 有 合适 的 酶 切 位 点 。 对 于 
要 构建 发 夹 结构 的 载体 ,要 将 PCR 片段 克隆 到 不 同 的 适合 工 -载体 上 ,以便 反 向 重复 插 和 人 到 
载体 上 。 对 于 反 向 双 启 动 子 载体 ,只 克隆 1 次 就 可 以 。 

(2) RNAi 载体 的 构建 。 用 相同 的 合适 的 限制 性 酶 处 理 克隆 到 的 目的 基因 的 编码 区 片 
段 和 载体 ,然后 将 目的 片段 连接 到 载体 上 ,构建 成 可 以 转录 形成 双 链 RNA 的 载体 。 

C3) 将 构建 好 的 载体 用 合适 的 方法 转化 合适 的 真菌 菌株 。 

(4) 筛选 突变 子 。 

C5) 检测 基因 沉默 强 的 突变 子 的 基因 表达 状况 。 一 般 采 用 Northern 杂交 或 者 实时 定 
量 荧光 PCR(real-time PCR,RT-PCR) 的 方法 。 由 于 RT-PCR H Northern 杂交 省 时 省 力 ， 
简单 易 行 ,已 经 成 为 常用 的 检测 基因 表达 状况 的 定量 方法 。 

(6) 突变 子 表 型 分 析 。 对 于 RNAi 研究 ,一 般 要 分 析 多 个 突变 子 的 表 型 ,以 便 获 得 正确 
的 结果 。 
(7) 目的 基因 的 替代 实验 以 恢复 突变 表 型 分 析 。 从 其 他 生物 体 中 克隆 目的 基因 的 同 源 
基因 (此 基因 编码 的 蛋白 质 有 相同 的 功能 ,但 不 能 有 RNAi 载体 上 产生 的 siRNA 的 靶 点 ) 插 
人 到 含有 目的 基因 两 侧 序列 的 载体 上 ,转化 突变 子 , 使 突变 子 的 目的 基因 通过 同 源 重组 被 
替换 掉 , 从 而 将 突变 表 型 恢复 。 


8.7 定量 PCR 反应 中 基因 表达 状况 的 计算 方法 


对 于 一 个 定量 荧光 PCR 反应 ,PCR 产物 量 的 积累 随时 间 的 变化 可 以 分 为 3 个 阶段 ,第 
一 阶段 是 背景 信号 期 ,在 此 阶段 背景 信号 掩盖 了 PCR 产物 的 信号 ,我们 无 法 检测 到 PCR 产 
物 的 积累 量 。 第 二 阶段 是 对 数 生长 扩 增 期 ,PCR 产物 量 与 PCR 循环 数 成 正 相 关 关 系 。 第 
三 阶段 是 平台 期 ,PCR 产物 量 不 再 随 PCR 循环 数 的 增加 而 增长 ,而 是 保持 基本 不 变 。 从 背 
景 信号 期 向 对 数 生 长 扩 增 期 转变 的 拐点 的 PCR 循环 数 称 为 Ct 值 ,Ct 值 与 模板 的 起 始 量 成 
负 相 关 关 系 , 起 始 模板 量 越 大 ,Ct 值 越 小 。 在 实际 的 定量 荧光 PCR 过 程 中 ,Ct 值 是 根据 定 
HJE PCR 仪 的 荧光 域 值 来 确定 ,荧光 域 值 是 人 为 设置 的 一 个 量 ,一 般 可 以 根据 具体 实验 
来 调整 ,一 般 的 确定 是 根据 前 3 一 15 个 PCR 循环 的 荧光 信和 号 的 标准 偏差 的 10 倍 来 确定 , 当 
然 可 以 根据 具体 实验 进行 相应 的 调整 。Ct 值 是 指 一 个 定量 荧光 PCR 反应 中 荧光 信号 达到 
荧光 域 值 时 的 PCR 循环 数 。 

由 于 Ct 值 是 与 模板 的 起 始 量 相关 , 则 可 以 根据 Ct 值 推 算 模 板 的 起 始 量 ,也 就 是 对 其 进 
行 定量 。 定 量 方 法 有 绝对 定量 和 相对 定量 2 种 方法 。 对 于 RNAi 研究 来 讲 , 我 们 关心 的 是 
基因 表达 的 抑制 效果 ， 因此 要 进行 相对 定量 。 相 对 定量 一 般 采 用 Livak 和 Schmittgen 介绍 
的 2 来 计算 。 

在 定量 荧光 PCR 研究 过 程 中 ,我 们 需要 用 一 个 管家 基因 的 表达 量 来 作为 对 照 , 即 管家 
基因 的 表达 应 该 在 RNA 突变 子 和 野生 型 菌株 之 间 是 一 致 的 ,目的 基因 的 表达 量 与 管家 基 
因 的 表达 量 进 行 对 比 , 则 可 以 推算 出 目的 基因 的 表达 量 的 差异 。 则 : 

在 RNAi 突变 子 中 

ACT1-—Ct. t-Ct. r, f Ct. t 是 RNAi 突变 子 中 目的 基因 表达 的 Ct 值 ,Ct.r 是 RNAi 
突变 子 中 管家 基因 (对 照 ) 表 达 的 Ct 值 。 

同样 在 野生 型 菌株 中 
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ACTc- Ct. ct-Ct. cr, 其 中 Ct. ct 是 野生 型 中 目的 基因 表达 的 Ct (E. Ct. cr 是 野生 型 中 
管家 基因 (对 照 ) 表 达 的 Ct 值 。 则 

AACT — ACTI-ACTc 

RNAi 突变 子 中 目的 基因 相对 于 野生 型 中 目的 基因 的 表达 就 可 以 应 用 2901 计算 得 出 。 
将 定量 荧光 PCR 中 测 得 的 各 个 Ct 值 代 人 上 述 公 式 , 就 可 以 计算 出 所 需要 的 结果 。 


第 十 二 章 ” 丝 状 真菌 分 子 进化 与 系统 发 育 分 析 
1 概述 


系统 发 育 是 指 任何 分 类 单元 的 起 源 及 进化 关系 ,分 子 系统 学 研究 的 主要 任务 是 利用 分 
子 生 物 学 技术 来 阐明 物种 之 间 的 历史 渊源 以 及 物种 之 间 的 亲缘 关系 , 即 利用 分 子 进 化 确定 
的 分 子 特征 来 重建 生物 类 群 的 演化 历史 ( 系统 树 ) 。 分 子 进 化 研究 和 系统 发 育 研究 是 密切 
相关 并 相互 促进 的 ,分 子 进化 特征 的 研究 有 助 于 建立 正确 的 系统 发 育 关系 ,反之 ,系统 发 育 
的 建立 将 更 好 地 理解 和 研究 分 子 进化 的 各 种 特征 。 

分 子 系统 学 研究 首先 要 通过 现代 分 子 生 物 学 技术 获得 物种 特定 遗传 标记 的 大 量 数据 ， 
然后 把 这 些 数 据 进 行 相关 的 数学 分 析 , 并 对 研究 结果 进行 解释 和 说 明 。 

核酸 序列 是 生物 体 的 基本 信息 单位 , 随 着 核酸 序列 测定 方法 的 不 断 改 进 和 完善 ,核酸 
序列 在 分 子 系统 学 研究 中 的 地 位 越 来 越 重要 ,序列 分 析 已 成 为 研究 生物 系统 发 育 关 系 的 重 
要 手段 。 另 外 ,限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment length polymorphism. 
RFLP) ,随机 扩 增 多 态 性 DNA (random amplified polymorphic DNA, RAPD) . 扩 增 性 片段 
长 度 多 态 性 (amplified fragment length polymorphism,AFLP) 等 也 常用 于 系统 发 育 分 析 。 

获得 大 量 的 分 子 数 据 后 ,要 把 这 些 数据 进行 相关 的 数学 分 析 , 并 对 研究 结果 进行 解释 
和 说 明 。 数 据 分 析 方 法 有 :简约 (parsimony) 法 ,这 种 方法 旨 在 确定 最 短 的 系统 树 。 从 简 
约 性 方法 中 获得 有 根 树 的 唯一 要 求 是 在 数据 集中 包括 一 个 或 多 个 外 群 , 外 群 在 无 根 树 上 连 
接 的 部 位 就 意味 着 所 有 内 群 的 根 。 直 接 从 性 状 数据 推论 系统 发 育 的 方法 中 ,简约 性 方法 应 
用 最 广 。 常 用 方法 有 最 大 简约 法 (maximum parsimony) 等 。 在 最 大 简约 法 中 一 般 常 用 
PAUP 软件 来 构建 最 简约 树 ,也 可 用 PHYLIP 软件 中 的 dnapars 程序 来 构建 简约 树 。 名 距 
离 和 矩阵 (distance matrix) 法 ,距离 指 相 对 替代 率 .遗传 距离 或 进化 距离 ,距离 矩阵 方法 要 求 
原始 数据 以 成 对 分 类 单元 之 间 的 距离 形式 表示 ,对 于 性 状 数据 编码 后 要 转换 成 距离 数据 。 
常用 方法 有 邻接 法 Cneighbor-joining) 等 。 在 邻接 法 中 可 以 应 用 clustal W 程序 ,也 可 利用 
PAUP 软件 .PHYLIP 软件 包 中 的 neighbor 程序 来 构建 分 子 系统 树 。 人 @@ 似 然 法 (likelihood 
method) ,以 各 种 假设 的 进化 数学 模型 对 观测 结果 进行 检验 , 选 出 具有 最 大 似 然 函数 的 模型 
构 树 。 常 用 方法 有 Langley Fitch 法 和 Felsenstein 法 等 。 

对 于 系统 发 育 分 析 过 程 中 可 能 出 现 的 随机 误差 常 采用 重 抽样 方法 来 估计 ,也 可 采用 自 
举 法 (bootstrapping) 对 系统 树 进 行 可 靠 性 分 析 。 而 选择 合适 的 外 群 能 帮助 消除 系统 发 育 分 
析 中 的 系统 误差 。 在 简约 性 方法 中 如 果 系 统 树 的 分 枝 较 密集 , 则 这 些 同 塑性 改变 能 检测 出 
来 。 但 在 长 而 分 枝 的 支 系 上 同 塑 性 状 不 易 检 测 ,使 得 对 较 长 分 枝 的 估计 产生 较 大 的 误差 ， 
因而 在 使 用 简约 性 方法 进行 系统 发 育 分 析 时 应 避免 与 其 他 分 枝 差异 较 大 的 长 分 枝 , 且 应 选 
择 多 个 外 群 ,因为 外 群 可 使 树 上 最 长 的 分 枝 变 短 , 消除 误差 。 距 离 矩 阵 方法 趋向 于 低估 较 
大 的 距离 ,因而 如 果树 上 有 和 较 多 的 大 距离 分 类 单元 将 使 误差 复杂 化 ,因而 在 用 距离 矩阵 法 
方法 进行 系统 发 育 分 析 时 ,外 群 的 选择 应 保持 最 小 的 数量 。 
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2 系统 发 育 分 析 方 法 


2.1 DNA 序列 测定 
2.1.1 核糖 体 和 线粒体 TRNA 基因 


核糖 体 (ribosome) 是 合成 蛋白 质 的 工厂 ,核糖 体 RNA ribosomal RNA,rRNA) 是 核糖 
体 的 重要 组 成 部 分 ,编码 rRNA 的 rRNA 基因 (rDNA) 广 泛 存在 于 一 切 生 物 之 中 。rDNA 
是 一 种 中 度 重复 序列 , 它 是 由 几 百 个 拷贝 的 基因 串联 重复 形成 的 。 在 真 核 生物 中 3 个 编码 
分 别 是 18S、5. 8S 和 28S rDNA ,串联 形成 一 个 基因 簇 (gene cluster), rDNA 的 一 个 重复 单 
位 由 转录 区 (transcribed spacer,TS) 和 非 转 录 区 (nontranscribed spacer, NTS) 构 成 。 非 转 
录 区 也 称 基 因 问 隔 区 (intergenic spacer, IGS) , 它 将 相 邻 的 2 个 重复 单位 隔 开 。 转 录 区 由 2 
个 内 转录 间隔 区 (internal transcribed spacer,ITS) 将 18S,5. 8S 和 28S rDNA 分 开 , 此 外 在 
18S rDNA EPAI 288 rDNA 下 游 还 有 外 转录 间隔 区 Cexternal transcribed spacer, ETS), 
真菌 的 线粒体 DNA(mitochondria DNA,mtDNA) 是 大 小 为 几 十 kb 的 环 状 双 链 结构 ,包含 
有 两 个 rRNA 基因 :16S rRNA 基因 和 23S rRNA 基因 ,其 进化 速率 大 约 比 核糖 体 rDNA 快 
大 约 16 倍 。rDNA 是 高 度 保守 的 , 且 rDNA 多 拷贝 .引物 位 点 高 度 保 守 , 是 最 容易 被 扩 增 及 
测序 的 分 子 , 因 此 是 分 子 系统 学 研究 最 常用 的 核酸 分 子 。 但 由 于 其 不 同 区 段 的 保守 性 不 
同 , 因 此 常 利用 不 同 保守 性 的 rDNA 区 段 进行 不 同 分 类 水 平 的 系统 发 育 关系 研究 ,如 通过 
对 SSU rDNA 的 序列 分 析 进 行 真 菌 界 不 同门 之 间 的 系统 发 育 关系 研究 ,并 由 此 确立 属于 真 
ARTEA HTA .接合 菌 及 壶 菌 4 个 门类 ;而 ITS rDNA 序列 分 析 则 适用 于 亲缘 关系 较 
近 的 种 之 间 的 系统 发 育 关系 研究 ,并且 不 断 增长 的 公共 序列 数据 库 中 的 ITS 序列 数据 使 得 
ITS 作为 鉴定 分 子 的 价值 不 断 增 长 ,但 是 ITS rDNA 序列 在 亲缘 关系 非常 近 的 近 缘 种 之 间 
可 能 缺少 变异 ,因此 ,有 必要 选择 其 他 合适 的 基因 进行 系统 发 育 的 研究 。 


方案 1 木 老 菌 的 ITS rDNA 的 PCR 扩 增 


例 用 ITS1-5. 8S-ITS2 片段 的 通用 引物 ITS C5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 
3 ) 和 ITS5(5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') 扩 增 木 霉菌 的 ITS rDNA。 操 作 
步骤 如 下 : 

1. 基因 组 DNA 的 提取 见 第 二 章 。 

2. PCR 扩 增 (1) 在 100 pl 反应 体系 中 ,依次 加 入 表 12-1 所 列 成 分 。 


表 12-1 PCR 体系 组 成 成 分 








H;O 
10 pl 10X PCR 反应 缓冲 液 
6 pl 25 mmol/L MgCl; 
10 mmol/L dNTPs 


50 pmol/L 的 引物 ITS4 
1 pl 50 pmol/L 的 引物 ITS5 
2041 5 ng/ 岂 模板 DNA 

5 U/ul Taq DNA XA f 





(D) ARLI; 


第 十 二 章 ” 丝 状 真菌 分 子 进化 与 系统 发 育 分 析 。 207 。 


(2) 在 PCR 仪 上 进行 PCR 反应 。 按 下 列 反 应 参数 设置 :94C 变 性 3min, 然 后 为 30 个 
循环 ,每 个 循环 在 94C E p 308, 55"C 退火 30s, 72'C 3& 4. 30s,30 个 循环 后 ,在 72C 延 伸 
7min, 最 后 在 4 停止 反应 。 

3. 用 QIAGEN 的 PCR 产物 纯化 试剂 盒 (QIAquick PCR 纯化 试剂 盒 ) 纯 化 PCR 扩 增 
产物 。 纯 化 后 的 PCR 产物 一 20C 保 存 备用 。 

4. 取 2ul 滤液 在 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 ,估算 浓度 。 

5. PCR 纯化 产物 序列 测定 。 

PCR 纯化 产物 用 扩 增 引物 直接 进行 双向 测序 。 在 本 文中 ,测序 用 Pharmacia 公司 的 
MegaBACE 1 000 DNA 分 析 系 统 , 按 Pharmacia 公司 的 DYEnamic ET Dye Terminator 
Cycle Sequencing Kit 操作 说 明 书 进行 测序 反应 ,反应 体系 为 20 ul, 21 4 1 pl,DYEnamic 
ET Terminator reagent premix 8 yl, 模板 0. 2 一 2 ug， 加 ddH;O 至 20 ul, PCR 反应 参数 ， 
32 个 循环 ,每 轮 循环 95 信 变性 208, 50'C 3E X. 15s, 60'C 3£ f. lmin。 


2.1.2 有 蛋白 编码 基因 


通过 单 基因 进行 系统 发 育 关系 研究 可 能 存在 着 主观 性 ,因此 通常 的 做 法 是 对 一 些 独立 
的 \ 不 同 的 基因 序列 ,特别 是 蛋白 编码 基因 序列 ,进行 多 基因 的 系统 发 育 关系 研究 ,并 通过 
多 基因 水 平 上 是 否 一 致 以 避免 上 述 缺 陷 。 分 子 进 化 研究 表明 ,翻译 延伸 因子 (translation 
elongation factor,tef) 基 因 、RNA RAM II CRNA polymerase [I ,RPB2) 基 因 、 肌 动 蛋白 
(actin) 基 因 和 和 钙 调 蛋白 (calmodulin) 基 因 等 是 进行 系统 发 育 关系 研究 的 有 效 的 靶 基 因 。 


方案 2 KAHH tef l-a 基因 的 PCR 扩 增 


用 通用 引物 teflfw(5'-GTGAGCGTGGTATCACCATCG-3') 和 tefl rev(5'-GCCATC- 
CTTGGAGACCAGC-30 3 3 tef l-a XA. HAF RTF. 

1. 基因 组 DNA 的 提取 见 第 二 章 。 

2. PCR 扩 增 。 

(1) 在 100 pl 反应 体系 中 ,加 入 表 12-2 所 列 成 分 。 


X 12-2 KWEH PCR 扩 增 tef 1-a 基因 


体积 成 分 | 体积 成 分 
71. 7 pl HzO 0. 25 pl 50 pmol/L 的 引物 teflfw 
10 pl 10X PCR 反应 缓冲 液 0. 25 pl 50 pmol/L 的 引物 teflrev 
6 pl 25 mmol/L MgCl; | 10 ul 5 ng/pul 模板 DNA 
1 pl 10 mmol/L dNTPs | 0. 8 ul 5 U/ul Tag DNA X &G WR; 
(2) WRI., 


(3) 在 PCR 仪 上 进行 PCR 反应。 按 下 列 反应 参数 设置 :94 人 变性 1 min, 然后 为 35 轮 
循环 ,每 轮 循环 9A'C 变性 1min, 59'C 3E K 1min, 74'C 3£ 4p. 50s,35 轮 循 环 后 ,在 74C 延 伸 
7min, 最 后 在 4 停止 反应 。 

3. PCR 扩 增 产物 纯化 同上 。 

4. PCR 纯化 产物 序列 测定 。 
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2.2 RFLP 


限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fragment length polymorphism, RFLP) 通 过 限制 
性 内 切 酶 酶 切 分 析 基 因 组 DNA. 的 序列 变化 ,其 根据 是 不 同 生 物体 的 基因 组 DNA. 在 限制 性 
内 切 酶 的 酶 切 位 点 的 碱 基 发 生 突变 ,或 酶 切 位 点 之 间 发 生 了 碱 基 的 插入 、 缺 失 , 导 致 酶 切片 
段 大 小 发 生 了 变化 ,这 种 变化 可 以 通过 特定 探 针 杂交 进行 检测 ,从 而 可 比较 不 同 生 物体 
DNA 水 平 的 差异 ( 即 多 态 性 ), 多 个 探 针 的 比较 可 以 确立 生物 的 进化 和 分 类 关系 。 

RFLP 的 缺陷 是 不 同 个 体 的 限制 性 位 点 很 可 能 相同 ;识别 位 点 中 的 任何 1 个 碱 基 发 生 
变化 都 可 以 使 一 个 限制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 丢失 ,这 些 混淆 了 生物 个 体 间 的 进化 分 析 。 


2.3 RAPD 或 AP-PCR 


随机 扩 增 DNA 多 态 性 (randomly amplified polymorphic DNA, RAPD) z& AP-PCR 
Carbitrarily primed PCR) 是 利用 随机 排列 碱 基 顺 序 的 10 PRAE hg 3E X Pott Re 26 8k y 3] 
物 , 对 所 研究 的 基因 组 DNA 进行 PCR 扩 增 ,经 电泳 分 离 后 检测 扩 增 产物 DNA 片段 的 
多 态 性 ,如 某 一 DNA 条 带 (位 点 ) 有 变化 , 即 指定 其 为 等 位 基因 ,条 带 在 某 样品 中 出 现 
赋值 "1”, 不 出 现 赋值 “0?。 这 种 扩 增 产物 DNA 片段 的 多 态 性 反映 了 基因 组 相应 区 域 
的 DNA 多 态 性 ,从 而 可 以 得 到 相应 的 DNA 的 遗传 .分 类 和 进化 等 信息 。 在 分 子 系统 
学 研究 中 ,这 种 RAPD 位 点 数 的 多 少 与 所 能 提供 系统 信息 的 量 及 可 靠 性 有 明显 的 关 
系 , 通 过 需要 分 析 多 个 不 同 的 RAPD 引物 , 且 获 得 RAPD 位 点 数 超过 70 个 时 ,所 提供 
的 信息 可 靠 性 趋 于 稳定 。 

RAPD 技术 简单 ,常常 能 检测 到 RFLP 不 能 检测 到 的 变异 ,但 RAPD 的 缺陷 也 是 显 而 
易 见 的 。 首 先是 重复 性 较 差 ,这 是 由 于 PCR 引发 区 特别 是 3 "端的 碱 基 替 换 可 阻止 引物 退火 
和 PCR 扩 增 ,而 只 有 1 个 碱 基 的 替换 即 可 触发 或 阻止 引发 RAPD 的 进行 ,因此 ,PCR 任何 
方面 的 微小 差异 也 具有 同样 的 效果 ;即使 没有 重复 性 差 这 一 问题 ,同样 电泳 迁移 率 的 条 带 
可 能 不 是 同 源 的 ,缺失 的 条 带 也 可 能 不 是 同 源 的 ;而 且 几 乎 所 有 RAPD 都 呈 显 性 遗传 ,因而 
在 二 倍 体 生 物 中 不 可 能 区 分 显 性 杂 合 子 和 纯 合 子 基 因 型 。 


方案 3 KPAH RAPD 研究 


例 用 6 个 随机 引物 :S6(TGCTCTGCCC)、S7(GGTGACGCAG)、S10(CTGCTGG- 
GAC) .S23(AGTCAGCCACC) .S31(CAATCGCCGT) .S33 (CAGCACCCAC) 对 木 霉菌 进 
行 RAPD 研究 。 其 操作 步骤 如 下 : 

1. 基因 组 DNA 的 提取 见 第 二 章 。 

2. PCR 扩 增 。 

(1) 在 25 pl 反应 体系 中 ,加 入 表 12-3 所 列 成 分 。 


表 12-3 KE RAPD 分 析 体 系 组 成 


体积 成 分 | 体积 成 分 

15 pl H20 | 0. 25 pl 50 pmol/L 的 随机 引物 
2.5 pl 10 X PCR 反应 缓冲 液 5 ul 5 ng/ul 模板 DNA 

. 5 yl 25 mmol/L MgCl; | 0. 25 pl 5 U/yl Taq DNA RAM 


0. 5 pl 10 mmol/L dNTPs 
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(2) 涡 旋 混 匀 。 

(3) 在 PCR 仪 上 进行 PCR 反应 。 按 下 列 反 应 参数 设置 : 94'C 变性 3min, 然后 为 40 个 
循环 ,每 个 循环 92C RH 1min, 34'C 3& X. 1min, 72°C 3£ 4. 501min,40 个 循环 后 ,在 72'C 延 
ip 10min, 最 后 在 4C 停 止 反应 。 

(4) 取 8 pl FRA 1 和 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 分 析 , 分 子 标记 为 GeneRuler™ DNA 
Ladder Mix( 片 段 长 度 :10 000,8 000、6 000,5 000,4 000,3 500,3 000,2 500,2 000,1 500, 
1 200,1 031,900,800,700,600,500,400,300,200, 100bp) 。 


2.4 AFLP 


扩 增 性 片段 长 度 多 态 性 (amplified fragment length polymorphism, AFLP) 是 一 种 通过 
PCR 扩 增 检测 DNA 限制 性 片段 的 DNA 指纹 技术 。 它 是 一 种 随机 扩 增 技术 ,但 与 其 他 的 
随机 扩 增 技术 相 比 ,AFLP 利用 严格 的 PCR 条 件 。 扩 增 引 物 (AFLP 引物 ) 一 般 是 17 一 21 
个 碱 基 长 ,与 其 靶 序 列 完全 退火 ,接头 .限制 性 位 点 和 临近 的 限制 性 位 点 的 小 部 分 序列 被 作 
为 AFLP 引物 结合 位 点 。 这 使 得 AFLP 技术 非常 可 靠 . 重 复 性 好 ,不 受 扩 增 参数 ,如 热 循环 
仪 .模板 浓度 等 的 影响 。 一 个 典型 的 AFLP 指纹 包含 50 一 100 条 扩 增 片段 ,其 中 80% 可 作 
为 遗传 标记 , 且 AFLP 标记 通常 是 孟 德 尔 遗 传 。AFLP 产生 的 片段 来 源 于 基因 组 不 同 区 域 
中 的 大 量 独 立 的 位 点 ,不 需要 事先 了 解 DNA 序列 信息 及 探 针 的 制备 ,这 对 于 研究 只 有 很 少 
DNA 信息 的 生物 是 特别 有 利 的 。 因 此 ,与 RFLP、RAPD 相 比 ,AFLP 技术 具有 无 可 比拟 的 
优势 。 


方案 4 AFLP 技术 


AFLP 技术 通常 包括 以 下 步骤 (参见 第 一 章 方案 3): 

1. 限制 性 酶 切 ”用 1 对 限制 性 内 切 酶 (1 个 六 核 蔡 酸 内 切 栈 和 1 个 四 核 葵 酸 内 切 酶 ) 对 
DNA 进行 双 酶 切 。 

2. 连接 双 链 接头 连接 到 酶 切片 段 上 。 

3. 预 扩 增 反应 ”接头 和 限制 性 位 点 序列 作为 引物 结合 位 点 进行 预选 择 性 扩 增 。 

4. 选择 性 扩 增 反应 ”用 一 套 选 择 性 扩 增 引物 进行 选择 性 扩 增 。 

o. 凝 胶 电 泳 ” 扩 增产 物 在 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 ( 测 序 胶 ) 上 电泳 。 


3 构建 系统 发 育 树 


目前 已 发 展 了 很 多 种 以 计算 机 进行 系统 发 育 树 分 析 的 方法 , Clustal W, MEGA, 
PAUP,PHYLIP,Mrbayes 是 进行 系统 发 育 发 析 最 常见 的 几 种 分 析 软 件 。 


3.1 DNA 序列 分 析 


DNA 序列 用 CLUSTAL X 序列 对 准 , 并 人 工 校 正 。 首 先 用 DNAstar 软件 包 中 的 
MegAlign 程序 (Clustal 法 ?计算 序列 之 间 的 遗传 距离 ,并 产生 分 子 系统 树 。 系 统 发 育 分 析 
用 PHYLIP 3. 57c 软件 包 中 的 SEQBOOT 程序 生成 自 举 (bootstrap) 数 据 集 ,用 DNAPARS 
程序 构建 最 简约 系统 树 ( 有 根 树 ), 或 用 DNADIST 程序 (Kimura 2-parameter BE E ) Al 
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NEIGHBOR 程序 (Neighbor-joining 法 和 UPGMA 法 ) 构 建 无 根 树 。 


3.2 RAPD 分 析 


电泳 胶 用 美国 UVP 公司 的 凝 胶 成 像 系 统 gds-7 500 分 析 产 生 电 泳 图 谱 。 以 某 一 DNA 
片段 在 某 样 品 中 出 现 赋值 “1”, 不 出 现 赋值 “0? 为 依据 产生 二 态 性 状 集 , 用 RAPDistance f£ 
序 将 扩 增 片段 的 二 态 数据 转换 成 距离 数据 ,计算 出 的 距离 矩阵 用 PHYLIP 3. 57c 程序 包 中 
的 NEIGHBOR 程序 (UPGMA 法 ) 进 行 聚 类 分 析 。 
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物种 是 以 群体 形式 存在 的 ,群体 遗传 结构 (genetic structure) 是 指 一 个 物种 内 总 的 遗传 
变异 程度 及 其 在 群体 间 的 分 布 模式 , 它 是 指 群体 内 个 体 间 具有 一 定 的 遗传 变异 、 由 时 空 划 
分 这 种 变异 的 方法 以 及 亚 群 内 和 亚 群 他 个 体系 统 发 育 的 关系 。 群 体 结构 可 以 用 来 描述 亚 
群 之 间 的 遗传 变异 ,通常 用 基因 多 样 性 分 析 来 划分 群体 内 群体 间 的 多 样 性 ,从 而 推断 基因 
流 和 遗传 漂 变 ;同时 依靠 群体 内 遗传 变异 模式 ,特别 是 多 位 点 基因 型 的 变异 频率 ,推断 基因 
间 的 重组 。 电 泳 核 型 .ITS、,RAPD、RFLP、AFLP 等 一 些 分 子 标记 技术 广泛 应 用 于 丝 状 真菌 
群体 结构 的 研究 。 在 稻 瘟 病菌 群体 遗传 结构 分 析 上 常用 的 是 rep-PCR 和 MGR586 
(M. grisea repeat,MGR) 基 因 探 针 的 RFLP 指纹 分 析 等 。MGR586-RFLP 和 Pot-rep-PCR 
都 是 利用 重复 序列 在 稳 瘟 病 蓝 基 因 组 上 的 分 布 和 拷贝 数 的 差异 来 反应 菌株 遗传 背景 的 差 
异 , 从 而 得 到 其 群体 遗传 结构 和 多 样 性 程度 。 本 章 介 绍 真菌 群体 遗传 研究 的 主要 方法 ,如 
利用 MGR586-RFLP 和 Pot2-rep-PCR 指纹 分 析 技 术 进 行 稻 癌 病菌 群体 遗传 结构 和 多 样 性 
分 析 及 环境 中 真菌 居 群 的 分 析 方 法 。 


1 纯 培养 条 件 下 真菌 群体 遗传 分 析 


每 个 物种 都 是 由 多 个 群体 组 成 ,群体 (population, 也 译作 居 群 ) 是 由 众多 的 个 体 组 成 ,研究 
真菌 物种 的 群体 结构 ,可 以 通过 分 析 群 体 中 具有 代表 性 的 菌株 的 遗传 特性 来 进行 。 许 多 真菌 
可 以 在 人 工 培 养 基 上 纯 培 养 , 这 样 的 样品 可 以 从 分 子 和 形态 角度 进行 多 层次 分 析 研 究 。 


方案 1] Pot2-rep-PCR 


1. 蓝 株 的 分 离 和 培养 ”参见 第 四 章 。 

2. 基因 组 DNA 的 提取 参见 第 二 章 。 

3. Rep-PCR 扩 增 

(1) Pot2-rep-PCR 扩 增 的 前 引物 Pot2-1 序列 为 5 -CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT- 
3 ,后 引物 Pot2-2 序列 为 5'-CCCTCATTCGTCACACGTTC-3'。 

(2) 在 25 pl 反应 体系 中 ,加 入 表 13-1 所 列 成 分 : 


表 13-1 Pot2-rep-PCR 的 成 分 


2.5 ul 10X PCR 反应 缓冲 液 1. 25 ul 50 pmol/L 的 Pot2-2 
2. 0 pl 25 mmol/L MgCl; 0. 7 U Taq DNA RAM 
2. 9 ul 2. 5 mmol/L dNTPs 1. 5 pg 模板 DNA 


1. 25 pl 50 pmol/L 的 Pot2-1 ddH;O Æ 25, 


(3) 瞬时 离心 混 匀 。 
(4) 在 PCR 仪 上 进行 PCR 反应 。 按 下 列 反应 参数 设置 :95 尼 变性 2.5min, 然 后 94'C 
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变性 1min,62'C3& K lmin,65C 延 伸 10min,4 个 循环 ;194C 变性 30s,62C 退 火 1min, 65°C 
延伸 10min,26 个 循环 后 ;最 后 在 65 C 3£ 4e. 15min, 最 后 在 4 人 停止 反应 。 

(5) PCR 产物 用 Synergel 凝 胶 电 泳 (0.5% 琼脂 糖 十 0.75% Synergel) ,0.5 X TBE, 
120V,8.5 h, 

(6) 电泳 结束 后 用 凝 胶 成 像 系统 观察 、 拍 照 。 

4. 数据 统计 与 处 理 把 电泳 照片 转换 成 2 进 制 数据 , 即 以 PCR. 扩 增 条 带 在 某 样品 中 
in 3,848" 1" ,ZR IB LIA "0", 用 RAPDistance 程序 将 扩 增 片段 的 二 态 数据 转换 成 距离 数 
据 , 计 算出 的 距离 矩阵 用 PHYLIP 程序 包 中 的 NEIGHBOR 程序 (UPGMA 法 ) 进 行 聚 类 分 
析 。 或 用 NTSYSpc 程序 进行 聚 类 分 析 。 


方案 2 MGR586-RFLP 


L 菌株 的 分 离 和 培养 ”参见 第 四 章 。 

2. 基因 组 DNA 的 提取 参见 第 一 章 。 

3. 取 2 pgDNA, 用 限制 性 内 切 酶 EcoR 芽 酶 解 , 酶 解 样品 在 0.7% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 ;用 
碱 性 转移 法 将 电泳 后 的 DNA 转移 到 尼龙 膜 上 ;用 地 高 辛 标记 的 MGR586 探 针 与 尼龙 膜 杂 
交 ; 并 检测 杂交 膜 上 的 信号 。 具 体 方法 参见 第 二 章 。 

4. 数据 统计 与 处 理 参见 方案 1 的 数据 统计 与 处 理 。 


2 免 培养 技术 用 于 环境 中 真菌 群体 的 遗传 结构 分 析 


真菌 在 自然 环境 中 普遍 存在 ,具有 多 种 环境 功能 ,其 群体 构成 也 具有 重要 的 经 济 意义 。 
自然 环境 中 的 许多 真菌 不 能 在 一 般 的 人 工 培养 基 上 生长 ,为 采用 纯 培养 技术 研究 真菌 的 群 
体 结构 带 来 困难 。 因 此 ,利用 分 子 生 物 学 技术 , 对 环境 中 真菌 群体 结构 进行 免 培养 技术 分 
析 ,为 我 们 研究 环境 中 真菌 居 群 多 样 性 提供 了 技术 支持 。 

真菌 在 土壤 的 碳 - 氨 物质 循环 中 起 到 非常 重要 的 作用 。 但 与 土壤 中 的 细菌 居 群 研究 相 比 ， 
真菌 的 研究 还 相当 薄弱 。 而 且 , 以 往 的 研究 多 是 采用 实验 室 培养 的 方法 进行 ,许多 真菌 不 能 培 
养 ,因而 研究 结果 受到 很 大 限制 。 采 用 非 培养 方法 来 研究 各 种 环境 中 的 微生物 群落 及 其 动态 ， 
越 来 越 受到 科学 家 的 重视 ,如 分 析 环 境 中 DNA 或 RNA 所 代表 的 物种 多 样 性 等 ,并 已 经 取得 
了 一 些 很 有 意义 的 结果 。 各 种 环境 中 细菌 的 非 培养 生物 多 样 性 的 研究 主要 通过 分 析 
16S rDNA 的 多 态 性 来 完成 。 在 环境 真菌 的 多 样 性 研究 中 , 越 来 越 多 的 研究 也 是 靠 分 析 相关 基 
央 片 段 的 多 态 性 来 进行 ,其 中 16S rDNA 也 是 应 用 最 多 。 其 中 的 关键 步骤 是 能 够 从 环境 样品 
中 提取 出 总 DNA, 然 后 通过 聚合 酶 链 反应 (PCR) 将 分 析 所 需 的 DNA. 片段 富 集 分 析 。 


2.1 土壤 中 DNA 的 直接 提取 方法 对 研究 结果 的 影响 分 析 


多 种 方法 可 以 用 于 直接 从 各 种 土壤 样品 中 提取 DNA, 包 括 一 些 商品 化 的 试剂 盒 。 提 取 
DNA 的 质量 和 纯度 对 后 序 研 究 非常 重要 。 土 壤 中 的 腐 殖 酸 往往 会 被 一 起 提取 出 来 ,而 这 
些 物 质 往往 对 Tag 酶 的 活性 具有 抑制 作用 。 为 了 克服 这 个 问题 ,往往 需要 对 提取 到 的 
DNA 进行 纯化 ,但 过 多 的 纯化 步骤 又 容易 使 DNA 提取 量 过 少 。 因 而 ,在 PCR 体系 中 要 加 
A BSA 或 者 其 他 的 物质 以 提高 PCR 的 质量 非常 必要 。 取 样 的 深度 也 将 影响 多 态 性 研究 的 
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结果 ,因为 在 不 同 深度 的 土壤 中 ,真菌 的 群体 分 布 不 同 。 提 取样 品 的 多 少 也 将 影响 DNA. 提 
取 的 质量 。 一 般 应 用 1 一 4g 的 土壤 样品 提取 DNA, 


2.2 从 土壤 样品 中 直接 提取 DNA 


从 土壤 中 提取 DNA 的 策略 主要 有 :机 械 破碎 ;机 械 破 碎 后 用 酚 抽 提 ; 机 械 破 碎 后 加 入 
SDS, 上 再 加 入 化 学 物质 如 CTAB 等 处 理 ,然后 再 用 酚 抽 提 ; 还 有 就 是 机 械 破 碎 后 加 入 SDS, 
再 加 入 化 学 物质 如 CTAB 等 处 理 ,再 加 酶 处 理 , 然 后 再 用 酚 抽 提 。 细 胞 破碎 时 对 样品 进行 
反复 冻 融 也 是 破碎 细胞 的 常用 方法 之 一 。 商 品 化 试剂 盒 也 是 常用 的 方法 ,提取 效果 一 般 较 
好 。 一 般 来 讲 , 通 过 机 械 破碎 后 加 入 SDS, 再 加 入 化 学 物质 如 CTAB 等 处 理 ,然后 再 用 酚 抽 
提 是 常用 的 比较 好 的 方法 ,试剂 盒 也 是 简单 的 高 效 方法 。 


2.3 用 于 环境 真菌 多 样 性 分 析 的 PCR 引物 


虽然 在 细菌 居 群 动态 分 析 中 ,16S rDNA 的 应 用 最 广泛 ,但 是 对 于 真菌 ,18S rDNA 的 应 
用 却 受到 很 多 限制 ,因为 一 般 认 为 这 个 片段 的 分 类 信息 主要 存在 于 不 同 的 属 或 者 科 间 。 但 
是 在 子囊 菌 和 担子 菌 中 ,18S rDNA 的 数据 库 显示 许多 种 之 间 也 有 明显 差异 ,因此 越 来 越 多 
的 环境 样品 的 分 析 也 是 针对 这 个 片段 。 特 别 是 在 丛 枝 菌 根 的 研究 中 发 现 ,18S rDNA 足以 
用 于 分 析 不 同 种 间 的 多 态 性 分 析 , 其 至 还 可 以 分 析 种 下 居 群 。 由 于 在 土壤 中 的 原核 生物 和 
其 他 真 核 生 物 的 DNA 被 同时 提取 出 来 ,因此 ,PCR 引物 的 设计 就 非常 关键 ,这 些 引 物 必须 
只 能 将 真菌 的 相应 DNA 片段 扩 增 出 来 ,而 其 他 生物 的 DNA 片段 不 能 扩 增 出 来 。 而 且 , 扩 
增 真菌 的 28S rDNA 片段 和 ITS 区 的 rDNA 片段 的 引物 也 设计 出 来 ,并 被 广泛 应 用 。 常 用 
的 引物 序列 见 表 13-2, 


表 13-2 环境 样品 中 真菌 多 样 性 分 析 的 常用 PCR 引物 (Anderson et al. ,2004) 


PCR 引物 名 称 序列 目的 基因 片段 
NSI GTAGTCATATGCTTGTCTC 18S rDNA 
NS2 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC 18S rDNA 
NS3 GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC 18S rDNA 
NS8 TCOGCAGGTTCACCTACGGA 18S rDNA 
ITS] TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS 
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC ITS 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS 

ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ITS 
ITS4B CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG ITS 
2234C GTTTCCGTAGGTGAACCTGC ITS 
3126T ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT ITS 
ITS4A CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG ITS 
EF3 TCCTCTAAATGACCAAGTTTG 18S rDNA 
EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 188 rDNA 
Fung5 GTAAAAGTCCTGGTTCCCC 18S rDNA 
nu-SSU-0817 TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 18S rDNA 


nu-SSU-1196 TCTGGACCTGGTGAGTTTCC 18S rDNA 
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续 表 
PCR 引物 名 称 序列 目的 基因 片段 

nu-SSU-1536 ATTGCAATGCYCTATCCCCA 18S rDNA 

FRI AICCATTCAATCGGTAIT 18S rDNA 

FF390 CGATAACGAACGAGACCT 18S rDNA 
PN3 CCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATC ITS 
PN34 TTGCCGCTTCACTCGCCGTT ITS 
Fun18S1 CCATGCATGTCTAAGTWTAA ITS 
Funl8S2 GCTGGCACCAGACTTGCCCTCC ITS 


当然 ,有 些 引物 对 真菌 特异 性 并 不 是 很 好 ,有 时 也 可 以 扩 增 植物 的 rDNA。 因 此 ,许多 
特异 性 更 强 的 引物 用 于 环境 中 真菌 的 多 样 性 研究 ,如 ITSIF 和 ITS4B 用 于 扩 增 担子 菌 的 
ITS 区 片段 ,ITSIF 和 ITS 结合 扩 增 的 特异 性 也 很 强 ,ITS4A 和 ITS 结合 用 于 子囊 菌 的 
扩 增 。 引 物 对 EF4/EF3 、EF4/fung5 和 nu-SSU-0817/nu-SSU-1196 用 于 真菌 18S rDNA 
的 扩 增 。nu-SSU-0817/nu-SSU-1196 的 扩 增 片段 是 400 一 500bp, nu-SSU-0817/nu-SSU- 
1536 的 扩 增 片段 是 800bp, EFA/EF3 的 扩 增 片段 长 度 1. 4 一 1. 5kb,ITSIF/ITS4 的 扩 增 片 
段 长 度 是 500 一 800bp。 

扩 增 环境 样品 中 的 黏 菌 18 SrDNA 的 特异 性 引物 见 表 13-3, 


表 13-3 — FF HERE 18S rDNA 的 特异 性 引物 (Kamono et al. ,2006) 





引物 名 称 序列 位 置 
phflb AAA ACT CAC CAG GTC CLA/G]G AT 1 326-1 345 
phr2b TAC AAA GGG CAG GGA CGC AT 1 772-1 791 

phf2 GTC ATG CCC TTA GAT GTT 1 583-1 600 
Phí3 CTT CTT AGA CGT ATC AGA GC 1 528-1 547 
phrl GC[C/T] C[C/TJG AT[A/C] CGT CTA AGAAG 1 528-1 547 
phrlb GCC CTG ATG TGT CTA AGA AG 1 528-1 547 


注 :位 置 是 指 在 Physarum polycephalum 中 的 18S 核糖 体 基 因 序 列 位 置 。 


2.4 用 于 环境 样品 中 的 真菌 多 样 性 的 分 析 方 法 


分 析 方 法 主要 有 变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) ,温度 梯度 变性 凝 胶 电 泳 (TGGE) 、 单 链 构 象 
多 态 性 (SSCP)、 末 端 限制 性 酶 切 长 度 多 态 性 (T-RFLP)、 扩 增 性 核糖 体 基 因 限 制 性 分 析 
CARDRA) . 扩 增 性 核糖 体 基 因 间 区 分 析 (ARISA) 等 。 虽 然 方法 各 异 , 但 是 一 些 方法 分 离 DNA. 
的 原理 是 相似 的 ,如 DGGE 和 TGGE 是 根据 DNA 变性 行为 来 区 分 大 小 相同 但 序列 不 同 的 
DNA 片段 。 这 个 方法 多 用 于 快速 检测 土壤 环境 中 微生物 种 群 的 动态 变化 。 末 端 限制 性 酶 切 
长 度 多 态 性 (T RFLP) 包 含 的 遗传 信息 更 加 充分 ,已 经 成 为 各 种 环境 中 微生物 分 析 的 重要 分 析 
方法 。DGGE/TGGE 等 电泳 方法 的 优越 性 在 于 ,经 过 电泳 检测 后 ,可 以 对 环境 中 真菌 特异 的 
目的 片段 进行 回收 ,克隆 和 测序 分 析 , 结 果 可 以 和 许多 数据 库 进 行 对 比 而 获得 更 加 充分 的 信 
息 , 因 而 也 成 为 重要 的 分 析 方 法 。 其 缺陷 在 于 以 下 方面 :对 PCR 产物 的 最 佳 分 离 效 果 的 片 
段 较 小 ,虽然 有 的 报道 也 可 以 得 到 较 长 的 片段 ,一 般 分 离 片段 约 500bp;@ 虽 然 采用 的 染色 方 
法 不 断 改进 ,对 于 一 些 稀 有 丰 度 的 真菌 群体 ,还 是 难以 进行 很 好 的 检测 ;@ 分 辩 率 并 不 是 很 理 
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想 , 有 时 很 相近 的 多 态 性 片段 不 能 分 离 的 很 好 ,影响 下 一 步 回收 测序 。 

这 些 方法 已 经 在 实验 室 中 大 量 采 用 ,并 取得 了 很 好 的 进展 ,大 大 加 深 了 我 们 对 环境 真 
菌 群体 动态 演 替 的 研究 。 当 然 ,任何 一 种 技术 都 不 能 适用 所 有 环境 条 件 下 的 真菌 研究 , 具 
体 研 究 时 要 根据 研究 且 的 各 基因 片段 的 具体 情况 采用 合适 的 研究 方法 。 而 且 , 对 于 具体 
方法 而 言 , 在 具体 研究 时 ,还 需要 对 一 些 参 数 进行 优化 ,以 便 取得 可 靠 的 研究 结果 。 


方案 3 土壤 真菌 DNA 的 直接 提取 


试剂 : 

DNA 提取 缓冲 液 :100 mmol/L NaCl, 100 mmol/L Tris-HCl, lómmol/L EDTA, 1954 
SDS, 

T& fo / $45 / 0X. 125 : 24 : 1,V/V,pH 8.0. S45 / EX : 24 : 1,V/V,pH 8.0, 
FHAR, 76$, 

TE: 10mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA,pH 8. 0, 

方法 与 步骤 : 

1. 取 2g 土壤 样品 粉碎 (玻璃 珠 高 速 粉碎 法 )。 

2. 加 入 10ml 的 DNA 提取 缓冲 液 , 振 荡 混 匀 。10 000g 离心 5min, 

3. 取 上 清 液 于 50ml 离心 管 中 , 加 入 等 体积 的 饱和 酚 / 气 份 / 异 成 醇 ,振荡 混 匀 。12 100g 
离心 10min 。 

4. 取 上 清 液 于 50ml 离心 管 中 , 加 入 等 体积 的 氮 仿 / 异 戊 醇 ,振荡 混 匀 。12 100g 离心 10min。 

5. 取 上 清 液 于 50ml 离心 管 中 , 加 入 等 体积 的 异 两 醇 , 一 20C 静 置 1 h。 

6. 12 100g 离心 10min。 

7. 去 上 清 液 ,加 入 2ml 75% 乙醇 洗涤 2 次 。 

8. 无 菌 操作 台 上 干燥 5min。 

9. 加 入 100pl TE ,溶解 DNA。 


方案 4 土壤 样品 中 真菌 总 DNA 的 提取 


试剂 : 

10% 脱 脂 奶 粉 溶液 (WW/V) :lg 脱脂 奶粉 加 入 10ml 水 中 , 灭 菌 。 

DNA 提取 缓冲 液 :0.3% SDS,140 mmol/L NaCl, 50 mmol/L NaAc,pH 5. 1, 
饱和 酚 :pH 8. 0。 

$42 /Jt RE 24 : 1,V/V。 

5mol/L NaCl 溶液 。 

JAM, 

7595 BE, 

TE: 10mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA,pH 8. 0, 

方法 与 步骤 : 

l. K 2g 土壤 样品 ,在 液 所 中 研磨 5min。 

2. 转移 到 50ml 离心 管 中 。 

3. 在 25ml 水 中 加 入 lml 脱脂 奶粉 溶液 , 混 匀 ,然后 加 到 2 步 的 样品 中 ,振荡 混 匀 。 
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. 5 000r/min 离心 2min, 


取 上 清 液 ,加 入 DNA 提取 缓冲 液 4ml, 振 荡 混 匀 。 


. 加 入 等 体积 的 饱和 酚 , 拔 荡 混 匀 。12 100g 离心 10min。 

. 取 上 清 液 ,加 入 等 体积 的 氯仿 / 异 友 酵 , 振 荡 混 匀 。12 100g 离心 10min, 
. 取 上 清 液 ,加 入 0. 1 倍 体积 的 5mol/L 的 NaCl, 轻 轻 混 匀 。 

. 加 入 0. 6 48-4 89 JI AR, — 20 C 49 E 30min, 

. 12 100g 离心 10min, 

. 去 上 清 液 ,加 入 2ml 75% 乙醇 洗涤 2 次 。 

. 无 菌 操作 台 上 干燥 5min。 

.加 入 100uITE, 3 DNA, 

. 以 上 得 到 的 粗 提 DNA 可 以 进行 进一步 纯化 。 
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1 概述 


要 统计 有 多 少 种 生物 信息 学 分 析 软 件 是 一 件 很 困难 得 事情 , EMBL 曾经 有 一 个 数据 库 
专门 记录 了 相关 的 信息 ,www. bioinformatics. net 也 有 一 个 维护 的 软件 列表 ,不 过 目前 这 两 
处 资源 都 被 废弃 了 。 一 般 来 说 ,这 个 数量 级 基本 上 在 10 左右 。 与 此 相对 应 的 是 ,不 同学 
科 , 不 同 领 域 的 研究 人 员 经 常 使 用 的 分 析 软 件 也 就 那么 几 种 。 就 算是 专业 的 生物 信息 学 研 
究 者 ,常用 的 一 般 也 在 几 十 种 左右 。 

在 如 此 多 的 选择 面前 ,遵循 下 面 几 条 原则 可 以 让 人 事半功倍 : 

CD 有 许多 不 同 的 软件 可 以 用 来 干 同一 件 事情 。 某 些 免费 , 某 些 收费 ,软件 价格 反映 的 一 
般 是 其 用 户 友好 程度 ,并 不 能 代表 其 结果 的 可 靠 性 。 况 且 , 很 多 广泛 使 用 的 软件 都 是 免费 的 。 

(2) 使 用 软件 最 新 的 稳定 版 本 。 比 如 Primer Premier 5 内 置 的 Clustal 版 本 是 10 年 前 
的 版 本 ,目前 Clustal 已 经 发 展 到 了 2. 0. 12。 虽 然 说 多 序列 联 配 算法 并 没有 根本 上 的 改变 ， 
但 新 版 本 往往 修正 了 许多 bug ,添加 了 许多 新 的 特性 。 

(3) 使 用 拥有 广泛 用 户 群 的 软件 。 一 般 来 说 ,用 户 群 越 大 ,该 软件 的 bug 越 少 ,维护 的 
越 好 ,比如 说 BLAST。 

(4) 需要 使 用 某 些 新 特性 时 ,使 用 该 领域 内 领先 的 研究 组 开发 的 软件 。 当 然 ,这 样 做 的 
风险 是 因为 用 户 群 小 ,这 类 软件 还 没有 经 过 充分 的 验证 ,往往 bug 比较 多 ,比较 好 的 做 法 是 
双方 合作 ,由 软件 开发 者 去 做 分 析 测 试 。 

(5) 由 于 Windows 的 版 权 和 开发 人 员 个 人 技能 等 方面 的 原因 ,很 多 功能 强大 的 分 析 软 
件 并 没有 提供 Windows 下 的 图 形 操作 界面 (商业 软件 除外 ) ,或 者 图 形 界 面 下 很 多 参数 调节 
功能 并 没有 提供 相应 的 接口 ,如 EMBOSS、Primer3、e-PCR 等 。 此 时 熟悉 命令 行 操作 方式 
就 成 为 必 不 可 少 的 技能 。 

(6) 同样 由 于 版 权限 制 , Windows 并 不 是 一 个 好 的 进行 生物 信息 学 分 析 的 平台 ,就 算 
是 某 些 维护 良好 的 商业 软件 有 时 也 会 碰 到 莫 明 奇妙 的 编码 问题 (当然 ,是 因为 用 户 不 当 操 
作 造 成 的 ) ,此 时 ,具备 相应 得 计算 机 知识 是 相当 重要 的 。 

下 面 ,就 对 分 子 生物 学 研究 一 般 过 程 所 涉及 的 一 些 基本 知识 及 常用 分 析 软 件 按 其 先后 
顺序 进行 介绍 。 


2 文件 格式 


生物 信息 学 软件 种 类 繁多 , 带 来 的 直接 后 果 就 是 涉及 的 文件 格式 也 数不胜数 。 在 很 多 
时 候 , 使 用 者 的 大 部 分 精力 都 无 可 避免 的 花 在 了 格式 校对 上 。 所 幸 的 是 ,在 这 数量 繁多 的 
格式 中 ,有 那么 几 种 是 得 到 广泛 支持 的 :描述 序列 信息 的 如 FASTA、EMBL、GenBank; 描 述 
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结构 信息 的 如 PDB; Tab 分 隔 的 行文 件 ,如 GFF; 描 述 多 序列 联 配 结果 的 如 ALN, MSF; H 
述 树 信息 的 如 PH、PHB; 记 录 色 谱 峰 图 信息 的 如 ABI.SCF. 

从 计算 机 的 角度 来 讲 ,文件 只 有 2 类 :ASCII 文件 和 二 进 制 文件 。 通 俗 地 讲 ,ASCII X. 
件 就 是 可 以 直接 用 文本 编辑 程序 (如 Microsoft Word, UltraEdit 等) 打开 阅读 的 文件 ;而 二 
进 制 文件 则 基本 不 包含 可 供 人 阅读 的 内 容 。 上 面 所 说 的 格式 里 除了 ABI/SCF 是 二 进 制 文 
件 外 ,其 余 都 为 ASCII 文件 ,也 就 是 说 ,本 章 所 涉及 的 软件 基本 都 可 以 用 Word 或 者 Excel 
来 查看 、 输 入、 输出 (图 14-1, 图 14-2) 。 








14-2 ”二进制 文件 
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3 FASTA 格式 


FASTA 格式 又 称 为 Pearson 格式 ,是 一 种 用 来 表示 核酸 或 蛋白 序列 信息 的 文本 格式 ， 
使 用 单字 母 编码 核 苷 酸 或 氨基 酸 (图 14-3) 。 





ge n A KS Se »i1Bixj 
e e Cure Wc- Sa -dance CA Wrdóe Hep 707 -slei x 


————— 


- E. eu Cr mer 
Rn PEELA CE LU E e—à 0 FETETELE 






P 


FEET à scxs 
— nia — Tu CRAT Pod: 2010-23 14:31:54 Fle Sure: B469 





图 14-3 FASTA 格式 


FASTA 格式 比较 自由 ,以 “二 ”开头 的 描述 单行 ,一 般 包括 序列 名 和 注释 ,以 空白 符 分 
隔 。 下 面 紧 跟 表示 序列 的 字符 串 ,可 连续 多 行 。 

虽然 FASTA 格式 比较 自由 ,但 是 良好 的 习惯 有 助 于 增加 兼容 性 和 可 读 性 : 

D 只 使 用 字母 数字、 TRE MEET 有 可 能 的 话 , 使 用 少 于 8 个 字 
符 的 字符 串 。 

(2) 序列 名 后 以 单个 space 或 者 tab 分 隔 序 列 名 和 注释 信息 ,或 者 视 需 要 省 略 注释 。 

(3) 紧 跟 描 述 行 的 是 表示 序列 的 字符 串 , 不 允许 出 现 其 他 字符 。 

如 果 一 个 FASTA 文件 中 包含 多 个 “之 ”, 即 包含 多 条 序列 ,这 样 的 FASTA 格式 又 称 为 
multirFASTA, 通 常 也 简称 为 FASTA。 有 小 部 分 软件 不 能 读 取 这 样 的 格式 。 在 本 章 中 , 除 
非 上 下 文中 特别 强调 了 multi-FASTA ,不 然 FASTA 均 包含 了 此 含义 。 


4 Top( 或 其 他 分 隔 符 ) 分 隔 的 行文 件 


Tab( 或 其 他 分 隔 符 ) 分 隔 的 行文 件 格式 是 一 类 文件 格式 的 通称 ,在 各 种 软件 的 输入 输 
出 中 有 极为 广泛 的 应 用 。 此 类 格式 的 基本 特点 是 一 行 表示 一 条 记录 ,不 同行 表示 不 同 的 记 
录 ( 图 14-4). 


Tab( 或 其 他 分 隔 符 ) 分 隔 的 行文 件 格式 在 不 同 应 用 中 有 不 同 的 表现 形式 。 
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图 14-4 Tab 分 隔 的 行文 件 格式 


4.1 GFF(General Feature Format) 


GFF 是 Welcome Trust Sanger Institute 倡导 的 一 种 用 来 描述 DNA、RNA 或 者 蛋白 序 
列 相 关 的 基因 或 其 他 信息 的 交换 格式 (http://www. sanger. ac. uk/resources/software/ 
gíf/spec. html) 。 主 要 用 于 基因 组 相关 信息 的 描述 , GFF 文件 的 默认 版 本 为 第 二 版 。 每 一 
{TH <seqname > 一 source 二 «feature «start?» <end> < scoreœ> < strand œ> 
<frame> [attributes] [comments] 字 段 组 成 ( 尖 括 号 内 容 为 必 选 项 ,中 括号 内 容 为 可 选项 ， 
下 同 ), 各 字段 间 由 tab 分 隔 。 

14-4 中 显示 的 就 是 一 个 完整 的 GFF 文件 示例 ,表示 的 是 水 舟 BAC 的 描述 信息 。 第 
一 列 为 物种 编号 ,可 以 使 用 NCBI Taxonomy(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/taxonomy) 
中 的 编号 ,也 可 以 自己 任意 指定 ,必需 项 。 第 二 列表 示 该 性 状 的 来 源 ,一 般 是 物种 名 缩写 ， 
必需 项 。 第 三 列表 示 该 性 状 的 类 型 ,必需 项 。 第 四 列表 示 起 始 位 点 ,数字 ,起 始 位 点 必须 小 
于 终止 位 点 ,必需 项 。 第 五 列表 示 终 止 位 点 ,数字 ,必需 项 。 第 六 列表 示 该 性 状 的 score fH 
浮 点 数 ,“. ”表示 缺失 ,必需 项 。 第 七 列表 示 该 性 状 在 基因 组 上 的 方向 “十 ”“-"”“. ”, 必需 
项 。 第 八 列表 示 ORF 的 frame, "0", "1", "2^. *. ”必需 项 。 第 九 列 是 属性 项 ,为 可 选项 。 
从 第 二 版 开始 ,该 字段 必须 以 “标识 值 ” 的 形式 表示 ,中 间 以 单个 空格 分 隔 , 不 同 的 “标识 值 ” 
对 之 间 以 分 号 分 隔 。 标 识 必须 使 用 标准 标识 符 (LA-Za-z1LA-Za-z0-91 « ) 表 示 , 值 必须 用 双 
引号 括 起 来 。 第 一 版 的 GFF 格式 中 ,每 个 字符 串 要 小 于 256 个 字符 ,一 行 长 度 要 小 于 32k. 
对 于 目前 的 编程 语言 来 说 ,这 个 限制 似乎 不 再 必要 。 第 十 项 为 注释 项 ,为 可 选项 ,以 “#” 
起 始 。 


4.2 Tab 分 隔 的 BLAST 输出 格式 
BLAST 是 最 常用 的 生物 信息 分 析 软 件 之 一 。 在 涉及 大 量 序列 的 BLAST 分 析 时 (如 基 
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因 组 尺度 的 分 析 ) ,为 了 节省 时 间 及 磁盘 空间 ,经 常会 选择 “output format 8” 或 者 “output 
format 9”, 即 tab 分 隔 的 输出 方式 (图 14-5). 





图 14-5 Tab 分隔 的 BLAST 输出 格式 


在 该 输出 格式 中 ,第 一 列 为 query id; 第 二 列 为 hit id; 第 三 列 为 E value; 第 七 列 为 a- 
lignment length; 第 八 列 为 number of identities; 第 十 一 列 为 percent identity。 

Tab (或 其 他 分 隔 符 ) 分 隔 的 行文 件 均 可 以 使 用 Microsoft Excel 打开 编辑 。 具 体 步 骤 为 : 

(1) 文件 习 打 开 , “文件 类 型 ”中 选择 “所 有 文件 ”( 图 14-6)。 
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(2)“ 分 隔 符 号 ?选择 tab( 或 相应 的 分 隔 符 ) 即 可 (图 14-7). 
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14-7 使 用 Microsoft Excel 处 理 Tab( 或 其 他 分 隔 符 ) 分 隔 的 行文 件 2 


需要 注意 的 是 ,Microsoft Excel 有 最 大 行 数 和 列 数 限制 ,上 且 数据 量 较 大 时 反应 比较 慢 。 
可 使 用 UltraEdit 或 EditPlus 等 软件 代替 。 

在 某 些 特殊 的 应 用 场合 下 ,需要 在 Windows 操作 系统 下 使 用 来 自 其 他 操作 系统 平台 的 
数据 (Macintosh、UNIX/LINUX) ,有 部 分 软件 不 能 正确 处 理 其 他 平台 的 换行 符 。 此 时 可 使 
用 Microsoft Word 打开 另存 即 可 ,或 者 使 用 UltraEdit 等 软件 的 编码 转换 功能 解决 (File 一 
Conversions—>UNIX/MAC to DOS), 


5 BLAST 


BLAST(Basic Local Alignment Search Tool) 是 应 用 最 广泛 的 生物 学 软件 之 一 。 软 件 
最 早 于 1990 由 Stephen Altschul 等 开发 。 在 二 十 多 年 的 发 展 过 程 中 ,BLAST 主要 发 展 出 
了 2 个 不 同系 列 :(1)NCBI BLAST, 开 源 软 件 , 由 NCBICNational Center for Biotechnology 
Information) 开 发 ; (2) WU-BLAST, 对 学 术 用 途 免 费 , 由 Washington University 维护 。 
2009 年 初 软件 版 权 由 Advanced Biocomputing 公司 (http://www. advbiocomp. com/ 
blast. html) 获 得 ,名 称 也 改 为 AB-BLAST, 仅 对 个 人 用 户 免 费 。 这 2 种 BLAST 都 有 广泛 
的 用 户 群 ,如 NCBI 提供 的 是 NCBI BLAST(http;//blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi), 
EBI(European Bioinformatics Institute) 提 供 的 是 WU-BLAST2(http://www. ebi. ac. uk/ 
Tools/blast/) 。 

NCBI BLAST 的 界面 如 下 (图 14-8): 
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图 14-8 NCBI BLAST web 界面 


具体 使 用 步骤 如 下 : 
(1) 选择 合适 的 BLAST 程序 :常见 的 5 种 BLAST 程序 及 适用 范围 见 表 14-1. 


表 14-1 常见 的 BLAST 程序 及 适用 范围 


程 m 查询 序列 目标 序列 适用 类 型 
blastn 核酸 核酸 基因 .基因 组 
blastp 蛋白 蛋白 基因 
blastx 核酸 蛋白 基因 
tblastn 蛋白 核酸 基因 
tblastx 核酸 核酸 基因 


查询 序列 一 般 为 FASTA 格式 ,可 选择 直接 输入 或 上 传 文件 的 方式 进行 操作 。 

(2) 选择 合适 的 参数 (图 14-9 .图 14-10 .图 14-11) 

如 无 特殊 目的 ,一 般 在 database 里 选择 nrCnon-redundant) 数 据 库 ( 非 默 认 ) 。 

Organism 输入 合适 的 物种 名 ,可 以 选择 包含 或 不 包含 。 

点 开 algorithm parameters, 

根据 经 验 修改 合适 的 expect threshold。 可 以 使 用 科学 计数 法 ,如 1e-2,1e-6 等 。 

注意 :确保 filter 中 的 low complexity regions 前 面 为 选中 。 

(3) 递交 执行 ,查看 结果 (图 14-12), 

WU-BLAST 的 搜索 界面 与 上 述 类 似 (图 14-13). 

一 般 情 况 下 ,同样 的 参数 ,同样 一 个 hit, WU-BLAST 的 结果 比 起 NCBI BLAST 来 说 ， 
匹配 的 区 段 更 长 ,一致 性 则 会 差 一 些 ,这 样 的 结果 可 能 更 为 生物 学 家 所 接受 。 
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图 14-12 NCBI BLAST 结果 
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图 14-13 WU-BLAST web 界面 


如 需要 分 析 的 序列 很 多 , 比如 做 了 某 种 真菌 的 EST 测序 ， 可 以 下 载 NCBI BLAST 的 
standalone 版 本 Cftp: //ftp. ncbi. nlm. nih. gov/blast/executables/LATEST/) 和 合适 的 数 
据 库 进行 本 地 BLAST 搜索 。 如 64 位 windows 需要 选择 下 载 blast-2. 2. 22-x64- 
win64. exe, 解 开 压 缩 包 ,在 cmd 窗口 执行 如 下 命令 即 可 (图 14-14), 





图 14-14 NCBI BLAST 命令 行 执行 
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命令 行 参数 含义 : 
-p 指定 使 用 的 程序 
-i 指定 输入 文件 名 ,multi-FASTA 格式 
-d 指定 数据 库 名 
-o 指定 输出 文件 名 
-e 指定 expect threshold 
-a 指定 使 用 的 CPU 个 数 
blastall 的 调用 方式 默认 启用 low complexity filter, 无 须 指 定 。 
其 他 的 命令 行 参数 : 
-m 指定 输出 格式 : 
0 pairwise 
l query-anchored showing identities 
2 query-anchored no identities 
3 flat query-anchored, show identities 
4 flat query-anchored, no identities 
9 query-anchored no identities and blunt ends 
6 flat query-anchored, no identities and blunt ends 
7 XML Blast output 
8 tabular 
9 tabular with comment lines 
10 ASN, text 
11 ASN, binary | Integer | 
默认 输出 格式 为 0, 常 用 格式 为 7、9 
-F 使 用 low complexity filter, RX T 
- 工 显 示 GI. SUA F, NUR T 
-v 显示 单行 描述 的 序列 数 。 如 显示 前 十 条 , 改 成 10 即 可 ,以 此 类 推 
-b 显示 联 配 结果 的 序列 数 。 如 显示 前 十 条 , 改 成 10 即 可 ,以 此 类 推 
-Q 指定 查询 序列 使 用 的 遗传 密码 表 
-D 指定 数据 库 序 列 使 用 的 遗传 密码 表 
-O 输出 联 配 结果 
-M 指定 使 用 的 打分 矩阵 ,默认 为 BLOSUM62 
-n 使 用 MegaBlast 算法 ,默认 为 F。 在 EST 数据 分 析 里 可 以 选择 打开 ,可 较 大 的 提高 
搜索 速度 
-q 一 个 碱 基 错 配 的 罚 分 值 
-一 个 碱 基 配对 的 加 分 值 
其 中 -q/-r/-M 3 个 参数 对 联 配 结果 的 影响 较 大 ,在 不 确定 的 情况 下 ,建议 使 用 缺 省 值 。 


6 Primer Premier 5 


Primer Premier 是 一 款 由 Premier Biosoft (http://www. premierbiosoft. com/ primer- 
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design/) 开 发 的 专门 用 于 各 种 PCR 引物 设计 ,评估 的 商业 软件 。 软 件 也 支持 基于 序列 联 配 
结果 的 简 并 引物 (degenerate primer) 的 设计 (图 14-15). 

作为 一 款 商 业 软 件 ,Primer Premier 内 置 了 一 些 对 于 日 常 实验 室 工作 较为 实用 的 功能 。 
如 核酸 序列 的 motif 分 析 、ORF 以 及 限制 酶 位 点 的 查找 ,蛋白 一 核酸 以 及 核酸 一 蛋白 序列 
的 相互 转换 。 
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图 14-15 Primer Premier 界面 


Primer Premier 的 引物 设计 过 程 比 较 直观 ,简单 易 用 。 

(1) 导入 序列 :File>Open->DNA sequence。 软 件 不 支持 直接 打开 multi-FASTA 格式 
文件 ,只 能 通过 打开 单 序列 FASTA 文件 ,然后 File>Insert Sequence 的 方式 处 理 多 条 序列 
(设计 简 并 引物 )。 

(2) 序列 编辑 :打开 序列 后 出 现 GeneTank 序列 编辑 界面 (图 14-16). 

点 击 窗口 中 的 Enzyme 可 以 进行 酶 切 位 点 分 析 ( 图 14-17) 。 

点 击 窗口 中 的 Motif 可 以 搜索 motif( 图 14-18)。 使 用 Add/Del 增删 需要 搜索 的 motif。 

需要 注意 的 是 ,由 于 软件 发 布 于 2000 年 ,因此 自 带 的 motif 库 比 较 陈 旧 , 此 时 可 以 使 用 
Edit 增加 新 的 motif 定义 (图 14-19) 。 

(3) 引物 设计 :引物 设计 是 软件 的 主要 功能 ,因此 设置 选项 比较 丰富 (图 14-200, 

设置 引物 类 别 、5' 和 3' 引 物 的 位 置 、 预 期 PCR 产物 长 度 等 参数 。 执 行 后 Search Pro- 
gress 对 话 框 右 下 角 显 示 设 计 成 功 的 引物 对 数 ( 图 14-21) 。 

选中 Search Results 里 的 一 对 引物 会 以 图 形 化 的 方式 显示 该 引物 对 的 各 种 特性 (hair- 


pin .dimer false priming,cross dimer) (图 14-22), 


CTTAGGGGCC 
CATCTGCTTC 
CGTATCATCA 
CTAAAACTCC 
ATCTTCTGCT 
CAAACCAAAT 
TTGTCTCAAT 
CTCTTTGCTC 
ATTTCTTAAT 


TTTCTCTTTC 
CCAACACCTT 
TGGTGCGAGT 
CATATCACCT 
CGCATATATA 
CACATCACAT 
TTAGAATGCT 
CTTCTACACT 
ATTAATGCTA 


TTCTTTCAGG 
TATCTCCTGG 
CTCATCATTA 
ACATTATTAT 
CATCTGCATG 
CTTTCTTATT 
CCAAGCTCTA 
AATTTCTTAT 
AGCATACCTTT 
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CGAGGCATTG 
TTCAAATCGT 
CACTTCTTTA 
CCTAATCCAG 
ATTCTGTCCT 
CTGGAAAAGA 
TGATCATTAA 
CCACTTATTGC 
CAAACTTCAT 


CTTATCCCAC 
CCATGCACCA 
CCACATTTAT 
TCAACAATCA 
CTGACATCTT 
ACTTCCATTT 
ACATTTGCAC 
CAATCACCAT 
TTTCGGGGCTG 


TGACAAAATC 
TTATATACTT 
TTATCTACAA 
CCATCAAACT 
ATTATATTTT 
ATCTAAACGC 
TCTTCACATT 
CTTCCAAATA 


xc eH 


CAATCACCAT CTTGCARATA 


CCAGTTATTG 
ATTTCTTAAT ATTAATCCTA ACATACCTTT CAAACTTCAT TTTCGGCCTC ATCCACATCA 





图 14-17 酶 切 位 点 分 析 
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图 14-19 增加 新 的 motif 定义 
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14-21 引物 设计 界面 2 
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图 14-22 引物 设计 界面 3 


File>Print, 保 存 结果 。 

根据 多 序列 联 配 结果 进行 引物 设计 可 能 在 研究 未 测序 物种 的 基因 时 需要 用 到 。 其 设 

(1) 对 已 测序 模式 生物 的 同 源 基 因 进 行 多 序列 联 配 ( 使 用 Clustal 等 ,也 可 使 用 软件 自 
带 的 Align 功能 ) 。 

(2) File->Open->Alignment, 注 意 序列 名 不 能 包含 特殊 符号 ,如 NCBI 下 载 序列 中 的 
“|”,EMBL 下 载 序 列 中 的 “;” 等 (图 14-23). 

(3) 参照 普通 引物 设计 。 


7 e-PCR 


e-PCR(Electronic PCR) dé— 2X NCBI 开发 的 用 于 在 DNA 序列 上 定位 STSsCsequence 
tagged sites) 的 工具 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/sutils/e-pcr/)。 它 提供 了 Forward 
e-PCR 和 Reverse e-PCR 2 种 功能 ,分 别 用 于 在 STS 数据 库 和 序列 数据 库 中 执行 搜索 。 此 
程序 提供 了 验证 Primer Premier、Oligo 和 Primer3 等 引物 设计 软件 所 设计 引物 有 效 性 的 有 
效 手段 (图 14-24) 。 

本 程序 提供 源 代 码 (ftp;//ftp. ncbi. nlm. nih. gov/pub/schuler/e-PCR/) ,最 新 版 本 为 
2. 3. 12, 一 般 需 编译 后 在 本 地 运行 。 
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图 14-24 NCBI e-PCR 
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直接 用 Microsoft Visual Studio 2005 系列 版 本 在 Windows 下 编译 此 程序 需 遵循 如 下 步骤 : 
解 开 压 缩 包 ; 
修改 全 部 源码 里 的 自 定 义 头 文件 的 引用 方式 使 之 符合 VC 的 规范 ; 
调用 VS2005 的 命令 行 , 运 行 nmake all -f stand/Makefile. vc8 。 
编译 后 的 e-PCR 提供 4 个 可 运行 组 件 :famap ,fahash ,e-PCR ,re-PCR。 
用 ePCR 验证 引物 有 效 性 的 步骤 如 下 
CD 准备 用 于 re- PCR 搜索 的 序列 数据 库 
1) Workroot> famap -tN -b al. famap al 
Workroot> 当前 工作 目录 >” 后 为 用 户 输入 的 内 容 , 斜 体 表 示 , 下 同 
参数 说 明 : 
-t 使 用 内 置 转换 功能 转换 碱 基 符 号 
N 使 用 LAGCTNj],[Lacgtnj 全 部 转换 成 大 写 , 其 他 字母 转换 成 N, 忽 略 所 有 其 他 符号 
NX 使 用 iupac_na 中 定义 的 符号 ,小 写 转换 成 大 写 , 忽 略 所 有 其 他 符号 
-b 建立 famap 文件 ,文件 名 为 al. famap( 包 含 路 径 , 此 处 为 当前 目录 ,可 省 略 , 下 同 。 
文件 名 必须 以 . famap 结尾 ) 
al 输入 文件 ,文件 名 为 al,multi-FASTA 格式 
2) Workroot> fahash -b al. hash -w 12 -f3 al. famap 


参数 说 明 . 
-b 建立 hash 文件 ,文件 名 为 al. hash( 文 件 名 必须 以 . hash 结尾 ) 
-w 作为 索引 的 核 苷 酸 串 长 度 


二 作为 索引 的 非 连 续 核 苷 酸 串 长 度 ,] 表示 连续 
al. famap 输入 文件 名 ,为 上 一 步 产生 的 famap 文件 
(2) 执行 re-PCR( 图 14-25) 
Workroot> re-PCR -S al. hash -o epcr_out epcr. in 
参数 说 明 : 
-S 在 al. hash 文件 中 执行 STS 查找 ,STSs 从 文件 读 人 。 若 使 用 -s, 则 直接 在 命令 
行 中 给 出 引物 对 
-0 输出 选项 ,将 结果 保存 在 epcr_out 文件 中 
epcr_in 输入 文件 名 ,为 tab 分 隔 的 行文 件 ( 图 14-25) 。 
每 一 行为 一 条 引物 记录 ,分 成 五 列 ,依次 为 引物 编号 (必需 ) .5 引物 (必需 )、3' 引 物 (必需 )、 
预计 产物 长 度 (可 选 ,具体 数字 表示 精确 长 度 ,“-” 分 隔 表 示范 围 )、 附 加 信息 (可 选 , 此 处 为 引物 


30 7 





0 D, 0 0 0 D, 8 
1 RCN 0F3889k17.91 1-633 8 TGGCTTGCTTAGACGCAAAT  TTTGATTCGRCATTAGIGGTGC 250-500 X 
e m ae * Z ` vd Arete yo veles ad cn c DM heroe MA 
2 AGN 0F3889k17.91 1-633 1 TA 6 T re ;TG TGC 250-588 465 a 
3 AGH OF3889k17.91 1-633 2 € ATTCGACATTRGTGGTGC 250-54 SA 
^ RGH 0F3809k17.91 1-633 3 IT seta shame ao e iati n 
5 AGN 0F3809k17.91 1-633 4 GC GATTCEACATTAGTGGTEC A 
6 &GN OF3889k13.b1 425-839 0 f GRRTGARAGTGCTCG 4 
tris Rr priced doen e B aoo e sra, 1 pasce AN 
10 AGH 0F3899k13.b1 25-839 4 '  TCATCGRRTCRARCTGCTCG - Ee 
11 
à vio 3 S n - AE 


14-25 re-PCR 输入 文件 格式 
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设计 时 软件 给 出 的 产物 长 度 )。 此 文件 可 以 用 Microsoft Excel 建立 ,保存 成 纯 文 本 即 可 。 
(3) 结果 文件 解析 :epcr_out 结果 文件 名 ,为 tab 分 隔 的 行文 件 (图 14-26)。 


0 3 0 sp 60 70, 80, 90 1i 





2 AGN_ 0F3889k12.b1 525-839 0 AGN 5b25.b1 + 104 àh3 9 © 340/256-5808 
3 AGN 0F3809k13.b1 425-839 1 AGH_ELPG25b24.b1 + 188 443 日 344/250-500 
n AGN 0F3809k13.D1 425-839 2 AGH ELPO25b24.b1 + 78 543 8 9 366/250-500 
5 AGN 0F3809k13.b1 125-839 3 AGN ELP h.bi + 88 443 O 8 364/250-500 
6 AGN 0F3809k13.b1 25-839 ^ AGN ELPU25b2h.b1 + 81 443 6 9 363/250-590 
7 AGN 0F3787m87.g1 1-359 8 &ACN 0F3452p23.g1 + 25 346 0 0 322/250-508 - 
8 RGN 0F3787m87.g1 1-359 1 GN 0F3A5Ap23.91 + 25 345 8 8 321/250-599 
9 AGN 0F3787m87.Qg1 1-359 2 ABN 0F3454p23.g1 + 26 346 8 0 321/250-598 
10 AGN 0F3787m07.g1 1-359 3 CN 0F3554p23.g1 + 26 3h6 8 0 321/250-500 


11 


图 14-26 re-PCR 输出 文件 格式 


每 一 行为 一 条 输出 记录 (“# ”开头 的 为 注释 行 ), 分 成 八 列 , 依 次 为 引物 编号 .ePCR 序 
列 编 号 、 匹 配方 向 、hit 起 始 位 点 .hit 终止 位 点 、 错 配 数 、gap 数 、 产 物 长 度 / 预 期 范围 。 此 文 
件 可 以 用 Microsoft Excel 打开 。 

理想 情况 下 ,第 一 列 第 二 个 ″ ”前 的 部 分 应 该 和 第 二 列 相同 ,第 八 列 产物 长 度 应 该 和 设 
计 软 件 给 出 的 产物 长 度 相 近 , 即 表示 该 引物 可 以 扩 增 出 预期 的 片段 (图 14-27, 图 14-26) 结 
果 表 示 这 些 引物 均 不 太 可 能 扩 增 出 预期 片段 。 


20 1 5 
^ 1rcfaCtg33078.a1 392-910 1 rcfaCtg33078.a1 + 503 815 


ü 
D 

2 rcfaCtg33878.a1 392-910 ^ rcfaCtg33878.a1 + 396 81^ 8 © 419/259-500 
3 rcfattg33878.a1 392-918 3 rcfaCtg33078.a1 + 581 820 9 0 320/258-509 
n rcfaCtg33878.a1 392-918 8 rcfaCtg33878.a1 + 503 820 8 9 318/250-5 

5 rcfattg33893.a1 230-780 8 rcfaCtg33093.a1 + 335 777 8 0 443/250-500 
6 rcfattg338093.a1 230-780 2 ai + 339 777 8 O 439/250-598 
7 rcfattg33093.a1 230-788 3 rcfaCtg33093.a1 + 333 777 日 0 445/250-509 
8 rcfaCtg33893.a1 230-780 1 rcfaCtg33093.a1 + 335 776 8 0 442/250-509 
9 rcfattg33093.a1 230-788 ^ rcfaCtg33893.a1 + 335 773 0 0 439/250-508 
10 rcfaCtg3A016.a1 1585-2109 ^ rcfaCtg35016.a1 + 1613 2094 © 9 422/250-500 
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图 14-27 通过 re PCR 测试 的 引物 


此 外 ,e-PCR 还 有 一 个 功能 是 使 用 序列 在 STS 数据 库 里 查找 合适 的 标记 ,此 功能 与 上 
面 执行 的 过 程 刚好 相反 。 

Workroot— e-PCR -w9 -f 1 -m100 stsdb -d 250-500 al -nl -g1 -t3 

stsdb STS 数据 库 文件 ,与 re- PCR 的 输入 文件 格式 完全 相同 ,为 tab 分 隅 的 行文 件 

al 用 于 查找 的 FASTA 文件 

-w 建立 引物 索引 的 字符 串 长 度 

-f 建立 引物 索引 时 允许 的 非 连 续 字 符 串 长 度 ,1 表示 连续 

-m 允许 的 实际 产物 长 度 与 预期 产物 长 度 的 最 大 偏差 

-d 如 果 stsdb 中 没有 给 定 产物 长 度 , 则 设置 默认 产物 长 度 

-n 每 个 引物 允许 的 最 大 mismatch 数 

-g 每 个 引物 允许 的 最 大 的 gap 长 度 

-t 输出 格式 ,3 表示 tab 分 割 的 行文 件 ,分 成 九 列 。 依 次 为 序列 编号 .STS 编号 、hit 方 
向 (十 /一 ) hit 起 始 位 点 (不 包括 floppy tail), hit 终止 位 点 (不 包括 floppy tail) ,实际 产物 
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长 度 / 预 期 产物 长 度 、 引 物 对 mismatch 数 . 引 物 对 的 gap $ STS 的 描述 。 若 选择 输出 格式 
4, 则 除 以 上 项 目 外 ,还 包括 引物 对 与 序列 的 联 配 情况 (以 “# ”开头 的 注释 行 ) 


8 Clustal 


Clustal(http://www. clustal. org/) 是 一 款 免 费 的 获得 广泛 应 用 的 多 序列 联 配 软件 。 
由 Des Higgins, Julie Thompson 和 Toby Gibson 共同 开发 。 由 于 其 优异 的 表现 ,相当 多 的 
商业 软件 和 网 站 整合 了 该 软件 的 各 种 版 本 , 如 Primer Premier 5, EBI Chttp:// 
www. ebi. ac. uk/ Tools/clustalw2/index. html) , Swiss Institute of Bioinformatics(http:// 
www. ch. embnet. org/software/ClustalW. html) 。 

由 于 应 用 场合 的 差异 ,Clustal 提供 2 个 可 运行 版 本 :命令 行 版 本 ClustalW 和 图 形 化 版 
本 ClustalX( 图 14-28) 。 目 前 的 最 新 版 本 为 2. 0. 12。 









HN 


[General help for CLUSTAL X (2.0) 
interface For the Clust alf 





Alignment quality analysis can be performed and low-scoring sogmeris or exceptional residues can 
be highlighted. 


Clustab is available on Linux, Mac and Windows. 
| SEQUENCE INPUT 
Sequences and profiles (a term l'or pre-existing alignments) are m— Invakd 














| recogniced- NBREIPIR , 
GCGS RSF and GDE flat fie. AI non-aiphabetic characters (spaces, dots, punctuation marks) are 
pred except "- which is used to indicate à GAP ( .* in MF RF). 


SEQUENCE / PROFILE ALIGNMENTS 
Clustai X has two modes which can be selected usna the switch directi above the seguence zi 
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FEA ClustalX 为 例 说 明 其 用 法 。 

(1) 导入 序列 (图 14-29): File— Load Sequences。 目 前 ,Clustal 支持 7 种 输入 格式 : 
NBRF/PIR, EMBL/SWISSPROT, Pearson (FASTA), Clustal( * . aln), GCG/MSF ( Pile- 
up) .GCG9 RSF 和 GDE., 

(2) 多 序列 联 配 (图 14-300 :设置 多 序列 联 配 参 数 。Alignment-~Alignment Parameters 
Multiple Alignment Parameters。 根 据 需 要 选择 不 同 的 Weight Matrix。 

Alignment-Do Complete Alignment。 一 个 完整 的 多 序列 联 配 过 程 包括 3 TEE: 

1) 所 有 序列 进行 两 两 的 pairwise alignment; 

2) 构建 dendrogram, 根 据 序列 相似 性 描述 大 致 的 分 组 ; 

3) 使 用 dendrogram 进行 多 序列 联 配 。 
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图 14-30 ClustalX 使 用 界面 2 


观察 联 配 结果 ,根据 需要 执行 Alignment— Realign Selected Sequences 或 者 Alignment~> 
Realign Selected Residue Range 对 结果 进行 调整 。 

(3) 构建 系统 发 育 树 (图 14-31), 

选择 聚 类 方法 ,Tree->Clustering Algorithm, UPGMA 或 者 NJ, Tree>Draw Tree。 
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图 14-31 ClustalX 使 用 界面 3 
9 BioEdif 


BioEdit 是 一 个 windows 下 具有 图 形 化 用 户 界面 的 序列 编辑 器 (http:// 
www. mbio. ncsu. edu/ BioEdit/ bioedit. html) 。 软件 最 初 于 1997 年 由 Tom Hall FÈ, 可 以 免费 
下 载 ,目前 已 经 不 再 维护 。 由 于 其 开发 的 主要 目 的 是 为 那些 不 愿意 被 迫 详细 了 解 一 个 程序 的 
使 用 方法 的 生物 学 家 提供 一 个 有 用 的 工具 ,因此 界面 非常 友好 (图 14-32， 图 14-33) 。 


rg MuR ESQ UP AR ; S 
za Y s T MA MEX A e »» We s AT ~ A- Cy 
Ne ANT 





prm TH PH t i i 


-— HEURE LONE E PP nM ED pne ee 


图 14-32 BioEdit 界面 1 
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软件 最 大 的 特点 是 提供 了 外 置 程序 的 配置 界面 ,使 其 功能 可 以 被 很 方便 的 扩充 。 


^ BioEdit Sequence Av Editor 


DNAPars DNA parsimony method 


图 14-33 BioEdit 界面 2 
(1) 导入 测序 峰 图 文件 (sequence chromatograms) :BioEdit 支持 读 取 ABI 格式 的 测序 
峰 图 文件 (扩展 名 一 般 为 abl)( 图 14-34) File>open, 












“BioEdit Sequence Alignment Editor SN TO EE THEE Re: 
e D 


' ABI Chromatogr am; D: vexpdas225711. 03E F.ahbl 


ed none (Sample dns225711 plCFA2 File: D expims225711 (GE F abl 
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C CA 7 Tà cT TCOTTTCsTCs4 TOG TOCO«G TCTC^ TC 


"DNA sequam r Ir osa Qc Wr croi 225 131 095 lo AT Ar RN 
1 total sequences 
EE EAEI EIEI PE PAYNE eth STE RD AA TNE A AA TA EN TE DAN O 


elect / Side 5 eA 


| i a a OD c ox e wb rade 


dS1DILA cm 十 | EANEPEE SNT RES. Ius 


gu viv vvvivvvv|ivvvvyvvvxsvwyivsvwxsvvesveyvewwsyw *1* terjero 


wW 80 90 100 


. 
i 
i 
| 
H 
i 
} 





图 1 14-34 BioEdit RH: 3 


《2) 导出 成 fasta 文件 :File>Export as Fasta。 一 般 情况 下 ,软件 读 取 的 序列 并 不 需要 
特殊 的 处 理 。 如 确信 需要 进行 编辑 操作 ,可 以 选择 序列 窗口 上 的 Mode, 将 当前 模式 改 为 
Grub & Drag 或 者 Edit, 改 完 后 保存 即 可 (图 14-35). 









DNA se que nce from D:.expdms225711 03 
s er N RCI 


二 二 


[cce 


PEE DIESE 


E S : rotate : LAE ; 
, No be bo: j s 
E: a m i ia à 3 ^. 
a LUN T D z^ p * g d "s E 
Pax WE Si 
PATRA? eejo trg’ ERLE 2992992129929199 ` 
' 10 20 30 40 50 60 70 
dms225711. B1/SNTGCT. BGNGTACA «s TG6c«TeTGcCcTTCGG/.G«CCTTT ^ TCTCCTGG TTC: . TCGTGC/ TGG/CCATT; 
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(3) 屏蔽 载体 等 可 能 的 污染 序列 :使 用 本 次 实验 中 实际 使 用 到 的 vector/linker 序列 进 
行 识 别 或 者 直接 使 用 NCBI 的 UniVec 数据 库 (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/Vec- 
Screen/UniVec. html), 

(4) 序列 组 装 : BioEdit 的 序列 组 装 功能 是 通过 调用 cap 来 实现 的 。 其 内 置 版 本 为 
cap2 ,由 Iowa State University 的 Xiaoqiu Huang 开发 。 

假设 对 一 条 cDNA 序列 分 别 进 行 5 和 3 测序 ,得 到 2 个 reads(forward 和 reverse); 在 序列 
编辑 窗口 选中 这 两 条 序列 ,Accessory Application-- CAP contig assembly program; 组 装 完毕 后 
会 跳出 CAP contig assembly program Output 窗口 ,Contig-0 即 为 组 装 好 的 序列 ;Save as fasta。 

同样 可 根据 需要 对 结果 进行 编辑 (图 14-36) 。 


9 & ZA ziv sm. Ci oleate 
Mode s [Seiect / Side z] - i acus i Y Jut —————— 


60 20 
TCTCCTGGTTCAN TCGTGCATGG CC/TT^.T/ T;CTTCGTTTCATC/. TGG* By, TC T CTTC^ 
TC4GCCTGCGATAT;.. . TGTTT^ GT TATCGT^GG.TG -TCCTTTT-SG.TGTCTTCGCGTGT GT. C 
t 
Der. RENS Innes SEES Ca 


cap dms22571- LATGTTT: GT 4T; TCGT..GG- TG: CT AGA.TGTCTTCGCGTGT^GT..^C 
cap dms22571- t —t TGTTTAGTATATCGTAGGATGAA T G.TGTCTTCGCGTGT.^GT...C 
Contig-0 ATAAATGTTTAGTATATCGTAGGATG. TT G2 TGTCTTCGCGTGT^GT. -.C«G 
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10 Staden Package 


Staden Package 是 一 个 综合 性 的 序列 分 析 软 件 包 (http://staden. sourceforge. net/)。 相 对 于 
其 他 序列 处 理 软件 来 说 , 它 自 带 比较 完整 的 图 形 界 面 ,功能 比较 完善 , 且 提 供 Windows 下 的 可 执 
行程 序 , 更 适合 在 中 小 规模 的 测序 项 目 和 实验 室 环境 中 使 用 。 目 前 其 最 新 版 本 为 2 0.0b6。 比 较 
遗憾 的 是 ,从 版 本 2.0 开始 ,不 再 提供 Windows 下 的 可 执行 程序 ,其 源码 也 只 提供 了 Linux/ 
” Macintosh/FreeBSD/Solaris 下 的 兼容 性 (图 14-37)。Windows 下 的 最 新 版 本 为 1.7. 0。 
(1) Staden Package 主要 包括 以 下 几 个 组 件 : 

1) 组 装 前 Trace 文件 的 处 理 

pregap4 :提供 序 列 组 装 或 分 析 所 需 的 trace 文件 处 理 的 图 形 化 设置 界面 ;提供 自动 完成 
该 过 程 的 手段 。 该 处 理 过 程 包括 trace 文件 格式 转换 、 质 量 分 析 、 载 体 去 除 .污染 序列 筛选 、 
重复 序列 搜索 。 
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Browse Files for Staden Package 





File/Folder Name Platform Size Date; Downloads Notes/Subscribe 
Newest Files 
4  staden-2.0 0b6-src tar gz Ad ius — 42MB 2010-03-26 1,549 Z 
à | staden-2 0.0b6-x86. 64 .tar.gz | 357 2010-0326 539 v 
MB 
4 ' stacen-2 0.0b6-i686 tar.gz | 351 2010-03-26 227 -> 
yv MB 
AH Files & 
* 3 staden 11GB 2010-03-26 75,306 i 
> È 2.0. 0b6 750 . 2010-0326 2,956 re] 
MB 
»[200b5 557 2010-03-25 163 bi 
MB 
> E 2.0.0b4 41MB 2010-01-18 1,052 aj 
» (3i 20.062 41MB 2009-10-46 992 ul 
> E 200b1 67MB 2009-08-07 1073 aj 
vis 170 1330 2008-10-17 19,877 eeu 
MB 


图 14-37 Staden Package 的 开发 情况 


2) trace 文件 查看 

trev: 提 供 快 速 灵活 的 查看 和 编辑 ABI、ALF、SCF 等 trace 文件 的 手段 。 同 时 提供 与 实 
验 文件 的 五 操作 支持 。 

3) 序列 筛选 

Vector_clip: 查 找 并 标记 readings 中 的 载体 片断 并 记录 在 实验 文件 里 。 一 般 通 过 pre- 
gap4 调用 。 

screen_seq: 查 找 readings 中 可 能 存在 的 污染 序列 并 记录 在 试验 文件 里 。 常 见 的 为 大 
肠 杆菌 或 酵母 序列 污染 。 通 常 通过 pregap4 调用 。 

find_renz: 查 找 并 标记 readings 中 的 已 知 重复 序列 (如 ALUs) 并 记录 在 试验 文件 里 。 
通常 通过 pregap4 调用 。 

4) 序列 组 装 程序 

gap4: 提 供 序列 组 装 contig 连接 、 组 装 检 查 、 实 验 建议 .成 对 reads 分 析 和 contig 编辑 。 
提供 contigs、 模 板 、readings 和 traces 的 图 形 化 查看 界面 ,计算 一 致 性 序列 的 可 信 程 度 , 查 
找 需 要 人 工 trace 检查 和 补充 测序 的 区 段 。 

(2) Staden Package 使 用 的 一 般 步 又 如 下 : 

1) 打开 pregap4, 在 “Files to Process” 选 项 卡 里 点 击 “Add files” 添 加 需要 处 理 的 trace 
文件 。 本 程序 支持 ABI, Pharmacia ALF 及 SCF 格式 的 trace 文件 (图 14-38) . 

2) iti Configure Modules” M-F ,配置 相关 的 参数 (图 14-39). 

一 般 情况 下 ,如果 trace 文件 名 遵循 “St Louis” 命 名 规则 的 话 ,应 该 把 “General Config- 
uration "中 “Get entry names from trace files” 选 项 改 为 “Yes”( 默 认为 “No”) (图 14-39), [i 
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开 “Quality Clip” 选 项 ,此 处 “Clip by confidence values” 中 “Average confidence” 默 认 人 参数 为 
15, 即 表示 在 50 个 碱 基 的 平均 质量 值 小 于 15 的 话 , 则 把 中 心 碱 基 标 为 “-”( 图 14-40)。 此 处 
可 以 根据 需要 调节 。 在 其 他 序列 处 理 软 件 如 phrap 里 ,通常 认为 一 个 碱 基 的 a 值 小 于 等 于 
0.01, 即 质量 值 要 大 于 等 于 20, 则 认为 该 读 取 是 可 靠 ; 


iam MM | psd/cp/exp/tmp/acl310923 01A. Tab 


| 
| 
| 
| 


2:/projects psd/cp/exp/tmp/aci310923 O1A.R.abl 
| /projecta | psd/cp/exp/tmzp/dms22$711 | 632 .了 .sb 
[/projects pad/cp/exp/tmp/dms225711 OSE.R.ab 





图 14-39 Staden Package 使 用 步 双 2 
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图 14-40 Staden Package 使 用 步骤 3 
点 开 “Sequencing Vector Clip", 选择 vector-primer 文件 (图 14-41)。 点 开 “Select vec- 

tor-primer subset”, 选 择 实际 情况 选择 使 用 的 “载体 /内 切 酶 ”( 图 14-42)。 如 果 使 用 的 载 

体 一 一 引物 恰好 不 在 列表 中 , 则 参照 vector primer 文件 自 建 合适 的 文件 (图 14-43); 


we 





Reterence Traces & Sequences 
Mutation Scanner 

Gaps shotgun assembly 

Phrap assembly 
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了 [xj Screen For Unclipped Vector 
MI } Poly-AChp 
| Cioning Vector Clip 
Screen Sequences 
Interactive cítopmg 
Heterozygous Indels 
Reference Traces & Sequences 
Mutation Scanner 
G63p4 shotgun assembly 
Phrap as5efnbiy 
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14-43 vector primer 文件 格式 


创建 克隆 载体 文件 ,此 文件 需要 自 己 建 立 ,文件 格式 为 去 掉 “ 汪 ” 行 的 FASTA 格式 (图 
14-44)。 点 开 “Cloning Vector Clip”, 选 择 创建 的 克隆 载体 序列 文件 (图 14-45), 
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Reference Traces & Sequences 
Mutation Scanner 
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选中 “Gap4 shotgun assembly”, 在 右面 选项 卡 的 “Gap4 database name” 中 输入 新 创建 
的 数据 库 文件 名 (图 14-46) 。 

3) 点 击 左下 角 的 “Run”, 执 行 pregap4。 查 看 处 理 过 程 信息 ,如 下 方 的 “Error window” 
有 出 错 信 息 , 则 根据 提示 修改 相应 参数 后 再 执行 (图 14-47). 
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Wap y; 


ATQA 
Estimate Base Accuracies 
Trace Format Conversion 
Initialise Experiment Files 
Augment Experiment Files 
Quality Clip 
Sequencing Vector Clip 
Cross match 
Screen For Unclipped Vector 
] Poly-À Clip 
Cloning Vector Clip 
| Screen Sequences 
] interactive clipping 
Heterozygous Indels 
Reterence Traces & Sequences 
Mutation Scanner 


ig 7 Report from ‘Cloning Vector Clip' - 


[SEQ 2: /projects psd/cp/exp/tmp/acl310323.p1CF. 1 
| sse D:/projects psd/cp/exp/tmp/acl310923 p1CA.1. 
[SEQ D:/projects LPSd/cp/exp/trp/dms225711.p1CF.E 
SEQ D:/projecta psd/cp/exp/tmp/dms225711.piCR.8 


AC em, Y "iN 


iii 


1 
1.1 
8.3. 
8.2 


4 


iii 


vov Processing finished 
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a) 打开 gap4, File~Open, 选 中 上 一 步 创 建 的 数据 库 文件 all. 0. aux。 程 序 自动 开始 组 装 ，; 
b) 查看 结果 (图 14-48), “Contig Selector 窗口 "选择 想 要 查看 的 contig, 右键 菜单 
“Template display” 或 者 “Edit contig” ,根据 需要 可 以 手工 调节 contig( 图 14-49), 
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图 14-49 Siaden Package 使 用 步骤 10 
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在 gap4 主 窗口 View, 选择 相应 的 菜单 项 查看 相应 的 情况 (图 14-50)。 如 “Quality 
plot”、“SNP candidates” 等 (图 14-51, ÆI 14-52). 


POSITION LENGTH 


1 -623 
8 -673 
46 353 
103 552 





图 14-50 Staden Package 使 用 步骤 11 





14-51 对 contig 进行 quality plot 


"248 ， 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 





kb 


参考 文献 


攀 荣 辉 , 武 治 印 , 王 永 强 等 . 2010. RNAi 技术 及 在 真菌 基因 功能 研究 中 的 应 用 . 菌 物 学 报 ,29(3) :315 一 320. 

Aguilera A, Gómeza F, Lospitaob E, A et al. 2006. A molecular approach to the characterization of the eukaryotic com- 
munities of an extreme acidic environment: Methods for DNA extraction and denaturing gradient gel electrophoresis a- 
nalysis. Systematic and Applied Microbiology, 29:593— 605. 

Anderson I C, Cairney J W G. 2004. Diversity and ecology of soil fungal communities: increased understanding through 
the application of molecular techniques. Environmental Microbiology, 6(8); 769—779. 

Aravin A, Tuschl T. 2005. Identification and characterization of small RNAs involved in RNA silencing. FERS Letters, 
579.5830— 5840. 

Bo Dong, Xiao-Hong Liu, Jiar-Ping Lu,et al. MgAtg9 trafficking in Magnaporthe oryzae. Autophagy,2009, 5(7); 1—8. 

Bos CJ. 1996. Fungal genetics, principle and practice. Marcel dekker, New York: CRC Press. 

Bromley M, Gordon C, Rovira-Graells N, et al. 2006. The Aspergillus fumigatus cellobiohydrolase B (cbhB) promoter is tightly 
regulated and can be exploited for controlled protein expression and RNAi. FEMS Microbiol Lett, 264:246— 254. 

Caracuel-Rios Z, Talbot N J. 2008. Silencing the crowd: high-throughput functional genomics in Magna porthe oryzae. 
Molecular Microbiology, 68(6); 1341—1344. 

Carthew R W, Sontheimer E J. 2009. Origins and Mechanisms of miRNAs and siRNAs. Cell,136; 642-—655. 

Chi M H, Park S Y, Lee Y H. 2009. A Quick and Safe Method for Fungal DNA Extraction. Plant Pathol J,25(1); 108—111. 

Choudhary S, Lee HC, Maiti M, et al. 2007. A double-stranded-RNA response program important for RNA interference 
efficiency. Mol Cell Biol, 27;3995—4005. 

Cogoni C, and Macino G. 1999. Gene silencing in Neurospora crassa requires a protein homologous to RNA-dependent 
RNA polymerase. Nature, 399; 166—169. 

Cogoni C, Irelan J T, Schumacher M, et al. 1996. Transgene silencing of the al-1 gene in vegetative cells of Neurospora 
is mediated by a cytoplasmic effector and does not depend on DNA-DNA interactions or DNA methylation. EMBO J, 
15; 3153—3163. 

Cogoni C, Macino G. 1997. Isolation of quelling-defective (qde) mutants impaired in posttranscriptional transgene-in- 
duced gene silencing in Neurospora crassa. Proc Natl Acad Sci U S A, 94:10233—10238. 

Collins RE, Cheng X. 2005. Structural domains in RNAi. FEES Letters, 579;,5841——5849. 

Desslle R, Schierwater B. 1998. Molecular approaches to ecology and evolution. Boston; Birkháuser. 

Drinnenberg I A, Weinberg D E, Xie K T,et al. 2009. RNAi in Budding Yeast. Science, 326:544— 550. 

Elsas J D, Duarteb GF, Keijzer-Woltersa A, et al. 2000. Analysis of the dynamics of fungal communities in soil via fun- 
gal-specific PCR of soil DNA followed by denaturing gradient gel electrophoresis. Journal of Microbiological Methods, 
431133—151. 

Filion M, St-Arnaud M, Jabaji-Hare SH. 2003. Direct quantification of fungal DNA from soil substrate using real-time 
PCR. Journal of Microbiological Methods, 53:67— 76. 

Fire A, Xu S, Montgomery M K, et al. 1998. Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Cae 
norhabditis elegans. Nature, 391:806— 811. 

Freitag M, Lee D W, Kothe G O, et al. 2004. DNA methylation is independent of RNA interference in Neurospora. Sci- 
ence, 304.1939. 

Gadanho M.., Sampaio J P. 2004. Application of temperature gradient gel electrophoresis to the study of yeast diversity in 
the estuary of the Tagus river, Portugal. FEMS Yeast Research,5 (3):253— 261. 

Gladfelter A S. 2006. Control of filamentous fungal cell shape by septins and formins. Nature Reviews of Microbiology, 
4 :223—229. 

Griffiths G. 1993. Fine structure immuno-cytochemistry. Berlin; Springer-Verlag. 

Hammond S M. 2005. Dicing and slicing; The core machinery of the RNA interfere. FEBS Letters, 579:5822-—5829. 

Harris E L V, Angal S. 1990. Protein purification methods. Oxford; IRL Press. 

He L, Hannon G J. 2004. MicroRNAs; Small RNAs With a Big Role in Gene Regulation. Nature Review Genetics, 5; 


« 249 - 


. 250 ， 丝 状 真菌 分 子 细胞 生物 学 与 实验 技术 


522—531. 

Heb J, Xua Z, Hughes J. 2005. Pre-lysis washing improves DNA extraction from a forest soil. Soil Biology & Biochemis- 
try, 37:2337—2341. 

Hunter T, Sefton BM. 1991. Methods in enzymology. London: Academic Press. 

Janssen P, Coopman R, Huys G, et al. 1996. Evaluation of the DNA fingerprinting method AFLP as an new tool in bac- 
terial taxonomy. Microbiology, 142 :1881— 1893 

Kamono A,Fukui M. 2006. Rapid PCR-based method for detection and differentiation of Didymiaceae and Physaraceae 
(myxomycetes) in environmental samples. Journal of Microbiological Methods, 67.496— 506. 

Kay E, Wren B W. 2009. Recent advances in systems microbiology. Current Opinion in Microbiology, 12:577— 581. 

Kennedy S, Wang D, Ruvkun G. 2004. A conserved siRNA-degrading RNase negatively regulates RNA interference in 
C. elegans. Nature,427, 645—649. 

Kirk J L, Beaudette L A, Hart M, et al. 2004. Methods of studying soil microbial diversity. Journal of Microbiological 
Methods, 58:169— 188. 

Kornitzer D. 2009. Fungal mechanisms for host iron acquisition. Current Opinion in Microbiology, 12:377—383. 

Krajaejun T, Gauthier G M, Rappleye C A, et al. 2007. Development and application of a green fluorescent protein sen- 
tinel system for identification of RNA interference in Blastomyces dermatitidis illuminates the role of septin in morpho- 
genesis and sporulation. Eukaryot Cell, 6; 1299—1309. 

Liu H, Cottrell T R, Pierini L M, et al. 2002. RNA interference in the pathogenic fungus Cryptococcus neo formans. 
Genetics, 160; 463—470. 

Livak K J, Schmittgen T D. 2001. Analysis of Relative Gene Expression Data Using Real-Time Quantitative PCR and the 
2-44CT Method. Methods, 25;402—408. 

Ma Y, Creanga ^, Lum L, et al. 2006. Prevalence of off-target effects in Drosophila RNA interference screens. Nature, 
443:359— 363. 

Martinelli S D, Kinghorn J R. 1994. Aspergillus;50 years on. Amsterdam; Elsevier. 

Meister G. , Tuschl T. 2004. Mechanisms of gene silencing by double-stranded RNA. Nature, 431:343— 349. 

Moazed D. 2009. Rejoice-RNAi for Yeast. Science, 326( 23):533—534. 

Nakayashiki H, 2005. RNA silencing in fungi: Mechanisms and applications. FEBS Letters, 579; 5950—-5957. 

Nakayashiki H, Hanada S, Quoc N B, Kadotani N, Tosa Y, Mayama S. 2005. RNA silencing as a tool for exploring 
gene function in ascomycete fungi. Fungal Genetics and Biology, 42; 275—283. | 

Nakayashiki H, Nguyen Q B. 2008. RNA interference; roles in fungal biology. Current Opinion in Microbiology, 11; 
494—-502. 

Oros-Sichler M, Gomes N C M, Neuber G, et al. 2006. A new semi-nested PCR protocol to amplify large 188 rRNA 
gene fragments for PCR-DGGE analysis of soil fungal communities. Journal of Microbiological Methods, 65; 63—75. 

Shafran H, Miyara I, Eshed R, et al. 2008. Development of new tools for studying gene function in fungi based on the 
Gateway system. Fungal Genet Biol, 45:1147—1154. 

Sharma C M, Vogel J. 2009. Experimental approaches for the discovery and characterization of regulatory small RNA. 
Current Opinion in Microbiology, 12:536— 546. 

Shiu P K T, Raju N B, Zickler D, et al. 2001. Meiotic silencing by unpaired DNA, Cell, 107:905—916. 

Sung G H, Sung J M, Hywel-Jones N L, et al. 2007. A multi-gene phylogeny of Clavicipitaceae (Ascomycota, Fungi) : 
Identification of localized incongruence using a combinational bootstrap approach. Molecular Phylogenetics and Evolu- 
tion, 44; 1204—1223. 

N. 2001. Molecular Cellular Biologyof Filamentous Fungi. Oxford; Oxford University Press. 

Tong-Bao Liu, Guo-Qing Chen, Hang Min, et al. 2009. MoFLPl, encoding a novel fungal fasciclin-like protein, is in- 
volved in conidiation and pathogenicity in Magnaporthe oryzae. J Zhejiang Univ SCI B, 10(6): 434—444. 

Verdell A. , Moazed D. 2005. RNArdirected assembly of heterochromatin in fission yeast. FEBS Letters, 579:5872-—5878. 

Weising K, Nyboom H, Wolff K, et al. 1995. DNA fingerprinting in plant and fungi. Boca Raton; CRC Press. 

Weld R, Plummer K M, Carpenter M A, et al. 2006. Approaches to functional genomics in flamentous fungi. Cell Re- 
search, 16; 31—44. 

Yua J H, Hamari Z, Hana K H, et al. 2004. Double-joint PCR: a PCR-based molecular tool for gene manipulations in 
filamentous fungi. Fungal Genetics and Biology, 41:973—981. 

Zaratiegui M, Irvine D V, Martienssen R A. 2007. Noncoding RNAs and Gene Silencing. Cell, 128:763—776. 


c riromurnmwo 
OQ Errem l ce 
c rire | call 
o Hn ll r3c3c 
O ra3rrp3u rr 
-aaau rir 


